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2. Rövidítések jegyzéke 
Általános rövidítések 
CFU Colony Forming Unit 
DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 
ARDRA Amplified Ribosomal DNA Restricition Analysis
PCR  Polimerase Chain Reaction 
BLAST Basic Local Alignment and Search Tool 
IPTG Izopropil-béta-D-tio-galakto-piranozid 
X-gal 5-bróm-4-klór-3-indolil-béta-D- galakto-piranozid 
PAA Poliakrilamid 
APS Ammónium-perszulfát 
TEMED N, N, N , N -tetrametil-etilén-diamin 
DEPC Dietil-pirokarbonát  
sp species 
bp bázispár 
Minták származásának rövidítései 
BTK Büdöstapolca I-es és Büdöstapolca II-es termel kút vizéb l  
létrehozott kompozit minta  
BT1 Büdöstapolca I-es termel kút vizéb l származó minta 
BT2 Büdöstapolca II-es termel kút vizéb l származó minta 
M Matty-termel kút vizéb l származó minta 
T6 Termál-VI-os termel kút vizéb l származó minta 
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3. Bevezetés 
A monda szerint élt egyszer Nagyharsányban egy özvegyasszony, és annak egy 
világszép lánya. A lányt úgy hívták: Harka. Az Ördög szemet vetett rá, és megkérte feleségül. 
Az öregasszony nem akarta adni a lányát, de ellenkezni sem mert az Ördöggel, így hát 
teljesíthetetlen feltételhez kötötte a házasságot. Ha egy éjjel az Ördög kakasszóig felszántja a 
falu feletti k hegyet, övé a lány. Ráállt az Ördög; befogott az ekébe hat pár fekete macskát, és 
esti harangszókor szántani kezdett. Kiment éjjel az öregasszony, és látta, hogy halad ám az 
Ördög. Majdnem az egész hegyet felszántotta már. Megijedt az öregasszony! Hanem eszébe 
jutott az egyezség. Maga kezdett el kukorékolni, mire felébredt az összes kakas, és azok is 
kukorékolni kezdtek. Az Ördög meg haragra gerjedt, hogy nem tudta megszerezni a lányt, 
elhajította az ekéjét (abból lett a beremendi hegy); kirázta a földet a bocskoraiból (abból lett a 
Göntér- és a Siklósi-hegy); majd nagyot ugrott és bebújt a földbe. Ahol elt nt, ma is kénes 
forrás fakad, amelyet a "Harka" nev  lány után úgy hívnak: Harkány. A felszántott hegy ma is 
ott maradt, még a macskák körme nyoma is ott látható a sziklákon (Pesti, 2002). 
Már a római kori Pannóniában is divatos volt a fürd kultusz, melyet a régészeti 
feltárások során el került katonai és magánfürd k is bizonyítanak. Aquincum illír eredet  név, 
jelentése b  víz. A másfél évszázados török hódoltság idején számos, máig létez  török fürd
létesült Magyarországon. Ez nem meglep , hiszen a Korán a fürd zést el írja, ami az 
egészséget és a gyógyítást szolgálja. Egy korabeli török útleírás (1660 körül) kilenc budai és 
két pesti fürd r l számol be. A törökök Budán kívül építettek fürd t Székesfehérváron, 
Hatvanban és Egerben is. A tudományos balneológia alapját a 18. században feléled  víz-
elemzések jelentették. Friedrich Hoffmann (1660-1738) az egyes ásványvizeket az alábbi 
felosztásban csoportosította: hévizek, alkálivizek, konyhasós, glaubersós, keser sós, vasas és 
szénsavas vizek. Az els  részletesebb hazai elemzést Stocker L rinc Buda város orvosdoktora 
készítette 1721-ben a budai fürd kr l "Thermographia Budensis" címmel, melyben a budai 
f forrásokat és termálvizeket, valamint azok orvosi felhasználását mutatja be. Mária Terézia 
parancsára Heinrich Johann Crantz bécsi kémikus professzor 1772-ben megvizsgálta az 
osztrák monarchia egészségügyi szempontból számba vehet  forrásvizeit. Eredményeit 
magyarul 1783-ban adták ki "A magyarországi orvosvizekr l és a betegségekben azokkal való 
élésnek szabott módjáról" címmel. A 18. század végéig a fürd k ellátása f ként egészségügyi 
jelleg  volt, amelyben különböz  céhes mesterségek ötvöz dtek, mint borbély-sebész-fürd s. 
Az els , egyetemi szint  vízanalitikai kutatómunkák Winterl József Jakab és Oesterreicher 
Manes József nevéhez f z dnek, akik a Pázmány Péter alapította nagyszombati egyetem 
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kémiai-botanikai tanszékén végezték magyarországi fürd vizek kémiai elemzését. 
Oesterreicher 1785-t l Balatonfüred fürd orvosa lett, nagy érdeme a füredi savanyúvíz 
elemzése. Kitaibel Pál (1757-1817) Winterl tanítványa új korszakot nyitott az analitikában: a 
víz fizikai-kémiai sajátosságait összefüggésbe hozta a fürd víz környezetének földrajzi, 
k zettani tulajdonságaival, és együtt vizsgálta azokat. Kitaibel ismerte fel el ször tehát a 
balneológia, kémia, geológia szoros egységét. Erre az új komplex tudományos 
szemléletmódra épültek a 19. századi sikeres artézi kútfúrások. Zsigmondy Vilmos (1821-
1888) bányamérnök ezen a téren nagyszer  eredményeket ért el. Els  sikeres kútfúrását 1860-
ban Harkányban végezte, majd a harkányi sikereket követ en a h források feltárásának és 
hasznosításának elméletével a Kiegyezés alatti Magyarország területén számos artézi kutat és 
h forrást létesített, mellyel megalapozta sok mai gyógyfürd  kiépítését. 1865-ben közre adja 
"Bányatan" cím  könyvét, melyben többek között ismerteti az artézi kutak fúrásával 
kapcsolatos tapasztalatait. 1868-ban kezdi, és 1878-ban fejezi be az akkoriban rekord 
mélység nek számított 970 m mély városligeti kút fúrását, mely 74°C-os hévizet szolgáltat, és 
kés bb erre a vízbázisra épült a Széchenyi fürd . Than Károly (1834-1908) kémikus nevéhez 
f z dik a mai vegyérték kifejezés, ami pontosabb kémiai analíziseket tett lehet vé. A 
harkányi gyógyvíz-kutakban felfedezte a karbonil-szulfidot, amely a mélyben, nyomás alatt 
képz dött kénvegyület, és a felszínre jutva bel le kén-hidrogén képz dik. A 19. században 
egyre inkább elterjedt mélyfúrási technikák lehet vé tették a korábbiaknál jóval nagyobb 
vízhozamú ásvány-és gyógyvízkutak kiépítését, amelyekb l egyre nagyobb mennyiség  vizet 
tudtak nyerni, ezáltal a fürd k kapacitása is megnövekedett. Így a korábbi családias hangulatú 
közfürd k igazi népfürd kké alakultak. A századfordulón megindult szénhidrogén-kutatás 
fellendítette az ország egész területére kiterjed  fürd kultúrát. Pávai Vajna Ferenc 
Hajdúszoboszlón 1090 m mélyr l jódos, sós vizet nyert k olaj helyett, amire kés bb a híres 
gyógyfürd  épült, majd 1932-ben szintén k olaj-kutatás eredményeként gyógyvizet tártak fel 
Debrecenben is. A második világháborútól napjainkig Magyarországon számtalan, máig 
fontos gyógy-és ásványvíz-forrást tártak fel, melyek a mai fürd kultúrát meghatározzák 
(Borszéki, 1979).  
Mára hazánkban nagyszámú termál- és gyógyfürd t tarthatunk számon, melyek 
rendkívül változatos összetételüknek köszönhet en különböz  gyógyhatással bírnak. 
Különböz  típusú gyógyvizeink többek között a konyhasós vizek (pl. Igal, Zalakaros, Gyula), 
jódos, brómos vizek (pl. Hajdúszoboszló, Gy r), kénes, szulfidos vizek (pl. Harkány, Balf), 
szénsavas vizek (pl. Kapuvár), radonos vizek (pl. Hévíz, Eger, Rudas-fürd , Gellért-fürd ). 
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4. Irodalmi áttekintés 
4.1. Termál- és karsztvíztározók Magyarországon 
A Kárpát-medencében a földkéreg vastagsága 24-26 km, mintegy 10 km-rel 
vékonyabb, mint Európa többi területén. Ez a tényez  nagymértékben hozzájárul ahhoz, hogy 
a Föld magjából ered  h lépcs , azaz a geotermikus gradiens érteke is magasabb (5°C/100 m) 
a világátlaghoz (kb. 3°C/100 m) képest. A geotermikus h lépcs  Magyarországon belül is 
eltér  érték : az Alföldön és a Dél-Dunántúlon nagyobb, a Kisalföldön és a hegyvidékeken 
kisebb (Liebe, 2006). Hazánkban a 30°C-ot meghaladó h mérséklet  kifolyó víz termálvíznek 
(hévíznek) tekinthet  (Liebe, 2006). Termálvíz az ország területének mintegy 70-80 %-án 
feltárható különböz , egymásra rétegz d , illetve egymásba ékel d  vízadó 
képz dményekb l. Gazdag termálvízkészletünk tehát – a vékony litoszférának és a 
fed képz dmények jó h szigetel  képességéb l adódóan – a kedvez  geotermikus 
h mérsékleti lépcs nek köszönhet . A langyos viz  (18-30°C) és termálvíz-forrásaink közül 
számos gyógyvíz min ség , azaz kémiai össztételük révén bizonyítottan gyógyhatással 
rendelkeznek. Gyógyhatású vizek hazánkban els sorban mozgásszervi és b r 
megbetegedések, n gyógyászati panaszok és keringési betegségek enyhítésére, illetve 
ivókúraként az emészt rendszer funkciójának javítására alkalmasak (Szilágyi, 2006). Ilyen 
gyógyhatású víz a Harkányban található magas kéntartalmú langyos- és termálvíz, melynek az 
els sorban reumás mozgásszervi megbetegedésekre gyakorolt kedvez  hatása a vízben oldott 
redukált kénvegyületekkel hozható összefüggésbe.  
A fent felsorolt természeti adottságok miatt hazánk termál- és gyógyvizekben 
kiemelked en gazdag számtalan gyógy- és termálfürd jével. Legnagyobb fürd településeink 
a f város és a Balaton mellett a legvonzóbb turisztikai célpontok közé tartoznak: Hévíz, 
Hajdúszoboszló, Bük, Zalakaros, Sárvár, Debrecen, Harkány, Gyula, stb. Így elmondható, 
hogy felszínalatti gyógy- és hévizeink a gyógyturizmust meghatározó iparággá tették, és 
Magyarország méltán viseli a "Fürd nagyhatalom" címet. 
Magyarország területén két nagy jelent ség  és kiterjedés  termálvíz-tároló rendszer 
különíthet  el. Az egyik a repedezett, viszonylag rövid id  alatt utánpótlódó mészk -
dolomitos felszínalatti termálkarszt víztestek rendszere, mely hidraulikailag dönt en fedetlen 
karbonátos k zetekhez kapcsolható, így ezen víztartók vize a felszínr l leszivárgó hideg 
vízzel keveredhet. A másik f  víztározó-típus a porózus termál felszín alatti víztestek-
rendszere, azaz a Kárpát-medence fels , pannóniai-negyedid szaki törmelékes összlete 
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(Liebe, 2001). Hazánkban a felszín alatti víztározók felszín alatti víztestek szerinti 
feltérképezését a regionális Környezetvédelmi és Vízügyi Igazgatóságok végezték el  
(1-2. ábra). Az EU Víz-Keretirányelv fogalom meghatározását követve a "felszín alatti 
víztest" a felszín alatti víznek egy víztartón vagy víztartókon belül lehatárolható részét jelenti, 
melynek fels  határa a terepfelszínhez legközelebb található vízfelszín, alsó határa a már vizet 
nem tároló k zetek, illetve medence aljzat képezi. (A termálkarszt és porózus termál 
felszínalatti víztestek listáját, illetve a víztározók összterületének összehasonlítását a Függelék 
1. táblázata tartalmazza). 
1. ábra Porózus víztározók Magyarországon  
Forrás: EU VKI, 2007 (Narancssárga területek: porózus víztározók) 
A harmad- és negyedid szakbeli, f ként homokos k zetrétegekb l felépül  porózus, 
törmelékes, nagy kiterjedés  hévíztárolók els sorban a Kisalföld és az Alföld térségére 
jellemz ek. Ezek a rétegek néhol agyagos-márgás vízzáró rétegekkel keverednek. A 
pannóniai-üledékes hévíztárolók vize jellemz en magas nátrium-, kálium- és 
hidrogénkarbonát-tartalmúak, amelyben az összes oldott sótartalom elérheti vagy meg is 
haladhatja a 10000 mg l-1 értéket is. Ezen kívül a mélyebb rétegekben különböz
szénhidrogének felhalmozódása is megfigyelhet , ezek f ként metángáz, fenol vagy olaj 
formájában vannak jelen a kutak vizében (EU VKI, 2007).  
Karsztos termálvíztározókból fakadó hévizeket els sorban a mezozoós mészk - és 
dolomithegységeink peremén találunk (Hévíz, Buda, Eger), melyek a vízzáró fed rétegek 
alatt, több száz illetve ezer méter mélységben, nyomás alatt áramlanak a karsztos 
k zettömegek repedésrendszerein a felszín felé. Vízvezet - és tároló karsztos k zetek a 
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hegyvidékekt l távolabbi vidékeken a vízfogó medenceüledékek (els sorban agyagos-
agyagmárgás képz dmények) alatt is megtalálhatók, melyek egymással hidraulikailag 
minimális kapcsolatban állnak (Liebe, 2006). A karsztvizek kémiai összetételét a víz felszíni 
vagy mélységi eredete, illetve azok a karbonátos k zettömegek határozzák meg, amelyek 
repedésein, hézagain átáramlik a víz. A felülr l beszivárgó szén-dioxid-tartalmú víz, illetve a 
mélység  eredet  vizek szén-dioxid tartalma oldja a karbonátos k zeteket, ett l hidrogén-
karbonátos jelleg  vizekké válnak (pl. Hévíz, Harkány). A mélységi feláramló hévíz útja 
során különböz  ásványokkal érintkezik, amelyek végs  soron nagymértékben 
meghatározhatják a feltörekv  víz további kémiai jellegét. Így a mélységi átalakult és 
mélykarsztos k zetekb l származó szulfid-ásványokból szulfid oldódhat a vízbe, mely a 
fels bb rétegekben tovább oxidálódhat szulfáttá, aminek következtében a karsztvizek szulfát-, 
illetve szulfid-tartalma jelent sen megn het (Goldscheider és mtsai, 2010; Szilágyi, 2006). 
2. ábra Karsztvíztározók Magyarországon  
Forrás: EU VKI, 2007 (Világosbarna területek: hideg karsztvíztározók, sötétbarna területek: termál 
karsztvíztározók) 
4.2. A Villányi-hegység déli el terének hidrogeológiája 
A Villányi-hegység a Dunántúl és egyben Magyarország legdélebbi fekvés  hegysége. 
Északi-déli kiterjedési maximuma 7 km, míg kelet-nyugati irányban mintegy 30 km hosszan 
terül el. Területe 50 km2, átlagos magassága 230-270 m, legmagasabb pontja a 442 m magas 
Szársomlyó, más néven Nagyharsányi-hegy. A hegység déli el terének lankáin a Dráva-síkon 
három város fekszik: Harkány, Siklós és Villány. A Villányi-hegység szigetként emelkedik ki 
a Dél-Dunántúl alacsonyabb tájaiból. A hegység f  tömegét alkotó üledékes k zetek a kés -
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karbontól a kréta id szakig (300-140 millió éve) rakódtak le. A hegység déli el terét alkotó 
Dráva-sík kitöltésében harmadid szaki (5-20 millió éves) miocén üledékrétegek, alapvet en 
vízfogó és h szigetel  tulajdonságú, vastag agyagos-márgás pannóniai rétegek és 
negyedid szaki homokos üledékrétegek vesznek részt, mely utóbbiak a felszíni 
képz dményeket alkotják. A Dráva-medence síkját alkotó üledékrétegek a Horvátországban 
található mintegy  950 m magas Papuk-hegység lábáig húzódnak. A hegység f  tömegét 
alkotó eredetileg vízszintes rétegek a hegységképz  mozgások során észak-északnyugat felé 
zsindelyszer en egymásra torlódtak, hét, déli irányba d l  "pikkelyt" kialakítva, melynek 
nagy részét mészk  alkotja. A mészk  a talajon átszivárgó, szénsavval dúsuló víz hatására 
könnyen oldódik. A kalciumban gazdag vízb l az ásványi anyagok könnyen kiválnak, így a 
k zetek felszínén és belsejében kialakult oldásformák következtében a terület változatos 
karsztjelenségekben b velkedik. Ilyen karsztjelenségek a Villányi-hegység egy részén a 
fedetlen mészk  felszíni kibukkanásai: a karrok, barlangok, hasadékok és gömbfülkék, 
valamint a barlangok falát borító kalcit anyagú kiválások, úgy, mint cseppkövek és 
borsókövek (Dezs  és mtsai, 2004).  
A villányi térség hidrogeológiájának megismeréséhez els sorban Lorberer Árpád és 
Liebe Pál korábbi méréseire és tanulmányaira támaszkodhatunk, akik az 1980-as években 
Magyarországon els ként tanulmányozták mélyrehatóan a baranyai termál 
karsztvízrendszerek hidrogeológiai és termális jellemz it.  
A Villányi-hegység és déli el terén el forduló k zetek vízföldtani tulajdonságait 
tekintve három képz dménycsoportra oszthatók (3. ábra): 
-  Az alapk zetet metamorf vagy átalakult kristályos pala összlet (csillámpala, gneisz), 
valamint az erre települ  perm-alsó triász homokk , helyenként metamorf kvarcporfír 
összlet adja, amelyek együttesen vízfogó képz dmények; 
-  Az erre települ , a hegység f  tömegét alkotó mezozoós mészk -dolomit összlet, 
melynek csupán kis része van felszín felett, viszont nagy szerepet játszik a dinamikus 
vízkészletek utánpótlásában. A mészk  rétegsor üledékkel fedett lesüllyedt részei 
(1500-2000 m) nyomás alatti termálkarszt-tározóként m ködnek; 
-  A karsztra települ , déli irányban egyre vastagodó harmad-negyedid szaki homokos-
agyagos pannóniai üledék rétegzett víztároló rendszert képez. 
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A korábbi geológiai kutatások (Rakusz és Strausz, 1953) és a 2007-2008-ban végzett 
hidraulikai vizsgálatokba bevont közel 30 termel  és monitoring kút mérési eredményei arra 
utalnak, hogy a karsztosodott összlet déli irányból a metamorf aljzatra rátelepül, majd északi 
irányba a Villányi-hegység peremén felhajolva a felszín közelébe, illetve a felszínre 
emelkedik. A villányi termálkarszt utánpótlódása feltételezhet en zömmel délr l, a Dráva-
medence túlnyomásos mélyzónájából a metamorf alapk zet és mészk  határvonaláról 
származik. Ezen termálvizek átalakult metamorf k zetek vizeivel való rokonságát, mélységi 
eredetét a magas (11 mg l-1) szulfid- és szénhidrogén-tartalom is igazolja. A metamorf 
alapk zetet takaró mészk  repedései és törései áramlási pályaként szolgálnak a feláramló 
termálvíz számára. Mivel Harkány egy mészk rög tetején fekszik, ezért itt a karsztvíztározó 
már 50 m mélységben is tartalmaz termálvizet. Északi irányból a Villányi-hegyég felszíni 
karszt területér l beszivárgás útján a hideg karsztvíz egy része karsztforrásokon lép ki és 
távozik a rendszerb l, jelent s hányada viszont a karszt áramlási pályáin lefelé áramlik a 
karsztvíztározókba, miközben mérsékelten felmelegszik. Így a langyos karsztvíz és a 
feláramló termálvíz különböz  mérték  keveredése adja a karsztvíztározókból különböz
pontokon vett vízminták fizikai és kémiai heterogenitását (Harkányi Gyógyfürd  Zrt., 2008). 
A mélységi eredet  feltör  meleg vizek és a hideg karsztvizek vízkor radiokarbon 
(14C) kormeghatározási módszerrel meghatározott korkülönbsége is az eltér  eredetre utal. A 
legid sebb vízkorok a harkányi termálkutakra (31400-32600 év) voltak jellemz k. A Matty-
kút vize 26500 éves , míg a büdöstapolcai kutak vízkorában nagy különbségek mutatkoztak: a 
Büdöstapolca II-es kút vize 4900 évesre, míg a I-es kút vize 590 évesre volt becsülhet
(Harkányi Gyógyfürd  Zrt., 2008).  
3. ábra A Villányi-hegység és déli el terének földtani szelvénye és hidrodinamikai modellje 
Forrás: Harkányi Gyógyfürd  Zrt, 2008. Bmf: Balti magassági fok méterben megadva [Piros nyíl: termálvíz 
feltételezett áramlási pályája, Kék nyíl: hideg karsztvíz feltételezett áramlási pályája, Pl-pleisztocén, pannóniai 







Mind a földtani szelvények vizsgálata, mind a hidraulikai vizsgálatok alapján felállított 
hidrodinamikai modell szerint tehát két f  utánpótlódási irány valószín síthet  (3. ábra). Az 
alapvet en a Villányi-hegység fedetlen karszt-területér l származó hideg karsztvíz keveredik 
a Dráva-medencéb l a metamorf k zet és a mészk takaró fel l származó és a fedett karsztban 
feláramló termálvízzel, ami eltér  összetétel  és eltér  h mérséklet  vizeket eredményez. 
4.3. A Harkányi Gyógyfürd  termel kútjainak m szaki adatai és a karsztvizek fizikai-
kémiai jellemz i 
A Harkány Gyógyfürd  Zrt. négy, 60°C körüli kifolyó vízh mérséklet  termálkutat 
(Termál III-, IV-, V-, VI-os kutak), ezen kívül két langyos viz  (18-23°C) gyógyvíz kutat 
(Büdöstapolca I-es, II-es kutak), valamint egy langyos viz  (25-26°C) ásványvizes kutat 
(Matty-kút) üzemeltet. A négy pozitív termálkút, köztük a vizsgálatba vont Termál VI-os kút 
a gyógyfürd  területén található, és egymás közvetlen szomszédságában állnak. A temálkutak 
vízadó képz dménye 47-52 m mélység  dolomitos mészk réteg, a büdöstapolcai kutaké 50-
80 m mély dolomitos mészk réteg, a Matty-kút vízadója pedig 72-91 m mélységben húzódó 
szürke mészk  (Függelék 2. táblázat). 
A termális kútvizek nagyobb szulfid-, nátrium- és klorid-tartalmúak, emellett 
magasabb vízkor jellemzi ket, ami részben a mélységi fedettkarszt, illetve szénhidrogén-tartó 
metamorf k zetek határzónájából való származásra utal. Ezzel szemben a langyosviz
büdöstapolcai kutak a termális kútvizekhez képest alacsonyabb szulfid-tartalmúak, viszont 
nagyobb kalcium- és magnézium-tartalmúak, ami a Villányi-hegységi fedetlen karszt 
hasadékos víztárolókból való származásra utal. A Matty-kút vize mind a vízh mérséklet, 
mind az egyéb fizikai és kémiai tulajdonságok tekintetében kevert genetikájú, azaz a mélységi 
termálkarszt és a leszivárgó hidegkarszt vizek tulajdonságai keverednek benne (Függelék 
3. táblázat). [A 14C-vízkor meghatározás eredményeib l is feltételezhet , hogy a harkányi 
gyógyfürd  vizsgált termel kútjai különböz  vízadó képz dményekbe mélyültek. A fedetlen 
karszt intenzív vízáramlási zónáiban a vízkicserél dés viszonylag gyors, így a hidegebb viz
büdöstapolcai kutak vízkora nagyságrendekkel kisebb, mint az els dlegesen a Dráva-
medencéb l a fedett karsztból feláramló mélységi vizeké. A feláramló vizek a helyenként 
hozzájuk kevered  friss felszíni karsztvízzel összességében azonban kevert genetikájú és 
eltér  korú vizeket adnak (Harkányi Gyógyfürd  Zrt., 2008).] A termel kutak anoxikus 
vizének magas szulfid-tartalma a mélységi zónából, feltehet leg a fedett karszt szulfid-
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ásványaiból származik, amelyekb l magas h mérsékleten és nyomáson a hévíz a kén-tartalmú 
ásványt oldja, így oldott redukált kénformák szabadulnak fel.  
4.4. A kénbaktériumok jellemzése 
A "kénbaktérium" elnevezés meglehet sen tág gy jt fogalom, melybe mind 
filogenetikailag, mind anyagcseréjüket tekintetve változatos baktériumok tartoznak. Közös 
tulajdonságuk abban rejlik, hogy a sejtjeik szerves szénvegyületeinek beépítéséhez szükséges 
energiát vagy a környezetb l vett redukált kénformák oxidálása vagy az oxidált kénformák 
redukálása révén nyerik. Anyagcseréjüket tekintve négy nagyobb csoportba sorolhatjuk ket: 
Kemolitotróf kénbaktériumok (kénoxidálók) elektron-transzport rendszerében a S2-, S0 
vagy S2O32- szolgál elektron-donorként, végs  elektron akceptoruk legtöbbször az oxigén. 
Szénforrásuk a vízben oldott CO2 vagy a karbonát, illetve a hidrokarbonát-ion. Aerob 
képvisel i zömmel a Beta- és Gammaproteobacteria osztály különféle nemzetségeibe (pl. 
Beggiatoa, Thiobacillus, Thiothrix, Thiovirga) tartoznak. Az anaerob kénoxidálók változatos 
elektrontranszport rendszere lehet vé teszi számukra a változó életkörülményekhez, és 
változó er forrásokhoz való alkalmazkodást. Így számos fajuk (pl. Sulfurospirillum 
deleyianum) elektrondonorként hidrogént és szulfidot, elektronakceptorként pedig nitrátot 
használ. Ugyanakkor ezek a baktériumok szerves szénforrás jelenlétében szulfidot használnak 
energiaforrásként (Eisenmann és mtsai, 1995). Ez a csoport els sorban az 
Epsilonproteobacteria osztályba sorolt nemzetségek (pl. Sulfurospirillum, Sulfurovum, 
Sulfuricurcum, Sulfurimonas) fajait tartalmazza. A kemolitotrófok leg sibb képvisel i 
azonban az Aquificae törzsbe tartozó extremofil, anaerob kénoxidálók (pl. 
Sulfurihydrogenibium) (4. ábra), melyek a Bacteria domén egyik legkorábbi leágazását 
képviselik (Zinder és Dworkin, 2006;). 
A szulfátredukálók a szulfátot szulfiddá redukáló anaerob baktériumok gy jt neve. 
Elektrondonorként hidrogént, szerves savakat vagy alkoholokat, végs  elektronakceptorként 
pedig a SO42--ot használják, azaz az anaerob légzés során az oxigén helyett szulfáttal 
"lélegeznek". A SO42- redukciója során végül H2S-ot képeznek (Rabus és mtsai, 2006). A 
legtöbb szulfátredukáló baktérium ugyanakkor képes más, oxidált szervetlen kénformákat 
(SO3-, S2O32-, S0) is redukálni. Autotróf és heterotróf életmódra is képesek. Autotrófia során a 
H2 elektrondonor, szénforrásként pedig CO2-ot használnak. Filogenetikailag diverz 
közösséget képviselnek. A legtöbb szulfátredukáló baktérium Gram-negatív, mezofil 
deltaproteobaktérium (pl. Desulfocapsa, Desulfopila, Desulfovibrio, Desulfomicrobium, 
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Desulfotalea, Desulfobacter, Desulfosarcina, Desulfobulbus), ugyanakkor a Gram-pozitív 
endospóra-képz  szervezeteket magába foglaló Firmicutes törzs (pl. Desulfotomaculum), 
illetve az si típusú, termofil, Thermodesulfobacteria törzs (pl. Thermodesulfobacterium) is 
tartalmaz szulfátredukáló baktériumokat (Rabus és mtsai, 2006).  
4. ábra A Bacteria doménbe tartozó törzsek 16S rRNS gén alapú filogenetikai fája  
a kén körforgalomban résztvev  szervezetek kiemelésével 
(A fán nincs feltüntetve a domén összes törzse.  
A leágazások hossza a filogenetikai távolsággal nem arányos. Forrás: Handelsman, 2004.) 
A kénredukáló baktériumok kizárólag az elemi kén redukciójára képes anaerob 
heterotróf baktériumok, melyek elektrondonorként szerves molekulákat (pl. etanol, tejsav, 
ecetsav), elektronakceptorként elemi ként használnak, és annak redukálásával H2S-t 
képeznek. Szénforrásként szerves vegyületeket használnak. Tagjai a Proteobacteria törzs 
Delta-, illetve az Epsilonproteobacteria osztályba tartoznak (pl. Desulfuromonas, 
Campylobacter). Az anoxikus, kéntartalmú hévizes él helyekeken a kénredukáló baktériumok 
gyakran az si életformát képvisel  anaerob, termofil kénredukáló Archaea-nemzetségekkel 
(pl. Pyrodictium, Pyrolobus) együtt fordulnak el  (Rabus és mtsai, 2006). 
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A fotoszintetizáló kénbaktériumok a vizes környezetek mélyebb, anaerob zónáiban 
élnek, a fényenergia hasznosítására képesek, és autotróf vagy heterotróf anyagcserével 
rendelkeznek. Jellemz  színanyaguk a bakterioklorofill-a és a különféle karotinoid-típusú 
pigmentek, amikkel a vizek mélyebb zónáiba is lejutó nagy hullámhosszú és kis intenzitású 
vörös fényt képesek hasznosítani fotoszintézisükhöz. Ezek a színanyagok vagy a sejtek 
membrán-betüremkedéseiben (kromatofórákban) diffúzan oszlanak el, vagy a 
sejtmembránhoz kapcsolódó kloroszómákban koncentrálódnak. A NADH vagy NADPH 
képzéséhez szükséges elektront redukált kénformák (H2S, a S2-, a S0, vagy S2O32-) oxidációja 
során nyerik, így elemi ként vagy szulfátot hoznak létre. Szénforrásuk általában a vízben 
oldott CO2 vagy a karbonát illetve a hidrokarbonát-ion. Az anoxikus fotoszintetizáló 
baktériumok közé tartoznak a bíbor kénbaktériumok, a bíbor nem-kénbaktériumok, a zöld 
kénbaktériumok, valamint a zöld nem-kénbaktériumok. A bíbor kénbaktériumok a Beta- és 
Gammaproteobacteria osztályok tagjai (pl. Chromatium, Thiocapsa, Thiopedium), az elemi 
ként sejten belül deponálják. A bíbor nem-kénbaktériumok kemoheterotróf/fotoheterotróf 
szervezetek, melyek anoxikus körülmények között, szerves vegyületek hiányában fotoautotróf 
növekedésre is képesek. Ekkor szervetlen elektrondonorokat (hidrogént, szulfidot) 
használnak, szénforrásuk pedig a vízben oldott CO2. Képvisel ik az Alpha- és 
Betaproteobacteria osztályba tartoznak (pl. Rhodospirillum, Rhodobacter, Rhodomicrobium). 
A zöld kénbaktériumok a Chlorobi törzs (pl. Chlorobium) képvisel i, melyek extracelluláris 
kénfelhalmozásra képesek. A zöld nem-kénbaktériumok fonalas szervez dés
kemoheterotróf/fotoheterotróf baktériumok, melyek hasonlóan a többi színes anaerob 
kénbaktériumhoz, elektrondonorként a környezetében lév  szulfidot oxidálja szulfáttá. Ezt a 
fotoszintetizáló baktériumcsoportot a Chloroflexi törzs tagjai (pl. Chloroflexus) képviselik 
(Overmann és Garcia-Pichel, 2006). A zöld nem-kénbaktériumok tekinthet k a leg sibb 
fototróf él lényeknek, mivel a törzsfejl dés során a fotoszintézisre képes él lények közül k 
képeztek legkorábban leágazó önálló filogenetikai csoportot (4. ábra). A fotoszintetizáló 
kénbaktériumok és a szulfátredukáló baktériumok között szoros anyagcsere-kapcsolat is 
kialakulhat, hiszen a fototróf kénbaktériumok számára szükséges szulfidot, mint 
elektrondonort gyakran a szulfátredukáló baktériumok biztosítják azáltal, hogy a szulfátot, 
mint végs  elektronakceptort, szulfiddá redukálják (Schink és Stams, 2006). 
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4.5. A biológiai kénkörforgalom 
A természetben zajló biológiai kén-körforgalom összetett, sok lépésb l álló rendszer, 
mivel a kén számos oxidációs formában (S2-, S0, SO3-, SO42-, S2O32-) fordulhat el . A kén 
különböz  küls  forrásokból (holt szerves anyagokból, a légkörb l, antropogén 
tevékenységek, k zetek oldása, vulkanikus tevékenységek során) juthat a biológiai 
kénciklusba.  
A deszulfuriláció folyamatában a holt szerves anyagok kéntartalmú összetev ib l (pl. 
aminosavak, proteinek) a mikroorganizmusok H2S-t szabadítanak fel (5. ábra).  
A szulfidoxidáció során a szulfid rendszerint szulfiton keresztül szulfáttá oxidálódik. A 
folyamatot aerob vagy anaerob körülmények között a kemolitotróf kénbaktériumok (pl. 
Thiobacillus, Thiothrix, Sulfurospirillum), illetve az anoxikus fotoszintetizáló baktériumok
(pl. Chlorobium, Chloroflexi, Chromatium, Thiopedia, Rhodobacter) végzik (Kelly és Wood, 
2006; Overmann és Garcia-Pichel, 2006). Az oxidáció során az oldhatatlan elemi kén, mint 
oxidációs köztes termék energiaraktárként funkcionál, és sejten belül raktározódik (pl. 
Thiothrix), vagy az extracelluláris térbe ürül (pl. Chlorobium). Ezek a baktériumok a kén-
hidrogén oxidálásával egyben az él  vizek toxicitását is csökkentik.  






A szulfátredukció két eltér  (asszimilatórikus, disszimilatórikus) úton mehet végbe. Az 
asszimilatórikus szulfátredukció folyamatában a baktériumok mellett a növények is igen 
fontos szerepet játszanak, hiszen a szulfát a növények számára felvehet  egyik legfontosabb 
kénforrás. A redukció során keletkez  szulfid szerves molekulák SH-csoportjaként (pl. 
aminosavakban) épül be a növényi szövetekbe vagy a baktériumsejtekbe. Az asszimilatórikus 
útvonaltól eltér en, a disszimilatórikus szulfátredukció folyamatában a szulfátredukáló 
baktériumok a szulfátot elektronakceptorként hasznosítják, azaz energiát nyernek vele, és a 
keletkez  szulfidot a környezetükbe választják ki. Anaerob környezetben a szulfátredukáló 
baktériumok (pl. Desulfocapsa, Desulfopila, Desulfobacter) a szulfátot hidrogén vagy szerves 
molekulájú elektrondonorok segítségével redukálják szulfiddá (Rabus és mtsai, 2006). A kén 
körforgalomban az elemi kén nemcsak oxidáció, hanem redukció útján is oldatba juthat.  
A kénredukció folyamatában az anaerob kénredukáló baktériumok (pl. 
Desulfuromonas), illetve számos hipertermofil Archaea az elemi ként használja 
elektronakceptorként, így kén-hidrogént állít el  (Pfennig és Biebl, 1976).  
A kén-ciklusban a kén köztes formái egyes kénbaktériumok (pl. Desulfovibrio) által 
diszproporcionálódhatnak, azaz a kénvegyületek mikrobiológiai úton egy oxidáltabb, és egy 
redukáltabb formává (pl. S2O32-  S2- + SO42-) alakulhatnak át (Jørgensen, 1990; Jørgensen 
és Bak, 1991).  
4.6. A kénes karszt- és termálvizek baktériumközösségei 
Kénes él helyek a világ számos területén, a legkülönböz bb és legtávolabbi pontokon 
el fordulnak, és ezek az él helyek sokszor széls séges környezeti tényez kkel (nagy 
hidrosztatikai nyomással, extrém magas h mérséklettel, alacsony oxigén-tartalommal) 
párosulnak. Ilyen habitatok jellemz en az édesvízi és tengeri üledékek, felszínalatti 
vízbázisok, mélytengeri hirdotermális kürt k, hévforrások, vulkanikus tájak. A kénes 
környezetek baktériumközösségeit többnyire az eltér  anyagcsere-típusú kénbaktériumok 
együttese jellemzi, melyek anyagcsere-köztes-, illetve végtermékeikkel együttesen hatással 
vannak az adott környezet kémiai sajátságaira (Engel és mtsai, 2004; Macalady és mtsai, 
2006). S t, ezek a mikróbaközösségek képesek geológiai környzetüket is formálni azáltal, 
hogy a k zetekben található ásványi kénformákat oldatba viszik, vagy a szulfidot oldott vas 
jelenlétében biológiai úton ásványosítják (Jáger, 2011; Popa és mtsai, 2004). A fentebb 
említett kénes él helyek mikrobiótájában az si életformát képvisel , és a Bacteria-domént l 
távoli leszármazású Arcaheá-k is fontos ökológiai szerepet játszanak, hiszen számos halofil és 
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hipertermofil képvisel jük (Halobacterium, Haloferax, Thermosphaera, Sulfophobococcus), 
az elemi ként használják elektronakceptornak. Így kénredukáló képességeik révén a 
kemolitotróf kénbaktériumokkal és szulfátredukáló baktériumokkal a biológiai 
kénkörforgalom szabályozásában, illetve biomineralizációs folymatokban együtt vehetnek 
részt (Amend és mtsai, 2009; Briée és mtsai, 2007; Elshahed és mtsai 2004, Huber és mtsai 
1998; Nakagawa és Fukui, 2003; Takai és Horikoshi, 1999). 
A nemzetközi szakirodalomban számos tanulmány született a változatos geológiai 
környezetben (pl. barlangokban, barlangrendszerekben, mélységi karsztvíztározók vizeiben, 
hidegviz  forrásokban, geotermális hévforrásokban) el forduló, oligotróf kénes karsztvizes és 
termálvizes él helyek baktériumközösségeir l. A karsztvízbázisok kéntartalma származhat 
mélységi magmás, vagy átalakult k zetekbe zárt, kén-tartalmú ásványok (pl. pirit, gipsz) 
kioldásából általában ott, ahol magas h mérséklet és nagy nyomás uralkodik. A mélységi 
k zetekb l általában anoxikus környezetben kioldódó redukált kén (S2-) áramlási 
kényszerpályákon jut felszín közeli magasságokba, ahol már mikrobákkal is találkozik, és ily 
módon létrejöhet a kénformák és a baktériumok kapcsolata. Ennek során a mikrobiális 
anyagcsere-köztes vagy végtermékeként további oxidált kénformák, elemi kén (S0), tioszulfát 
(S2O32-), illetve szulfát (SO42-) kerülhet a vizekbe. S t egyes kénbaktériumok kemolitotróf 
anyagcsere-folyamataik által maguk is el segítik a k zetek oldását, így a porózus felületek 
kialakítását, és kénvegyületek felszabadulását a vizekbe (Porter és Engel, 2008).  
Napjainkban a tenyésztésen alapuló, valamint a tenyésztést l független molekuláris 
biológiai módszerek (pl. DNS-feltárás, PCR, klónozás, fluoreszcens in situ hibridizáció, 
denaturáló gradiens gélelektroforézis, stb.) folyamatos fejl désének köszönhet en a 
baktériumközösségek vizsgálata egyre részletesebbé válik; mind az Arcahea, mind a Bacteria
domén világán belül egyre több új faj vagy nemzetség kerül felfedezésre (Moissl és mtsai, 
2002; Rudolph és mtsai, 2001). A színtelen kénbaktériumok csoportján belül a közelmúltban 
leírt új fajokkal (pl. Sulfuritalea hydrogenivorans; Kojima és Fukui, 2011), valamint a 
régebben leírt fajok filogenetikai újracsoportosításával is találkozhatunk. Ez utóbbira példa a 
Thiobacillus nemzetség (Betaproteobacteria osztály) felosztása, mely 1996-ig egységes 
taxonómiai kategóriaként szerepelt, jelenleg azonban a korábban Thiobacillus nemzetségbe 
tartozó fajok mintegy három-negyedét a DNS-alapú filogenetikai analízis alapján új 
rendszertani kategóriákba (különböz  osztályokba és nemzetségekbe) sorolták (Hiraishi és 
mtsai, 1998; Katayama és mtsai, 1995; Kelly és Wood, 2000; Moreira és Amils, 1997).  
A modern DNS-alapú közösségfeltáró módszerek amellett, hogy egyre részletesebb 
képet adnak a vizsgált területek baktérium- és Archaea-közösségeir l, számos ismeretlen 
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közösségalkotót is felfednek. Ezek gyakran kénes környezetekb l származó, tenyésztésbe 
eddig nem vont környezeti klónok, melyek pontosabb filogenetikai azonosítása az ismert 
fajokkal való rokoni kapcsolatok hiánya miatt máig nem történt meg, mégis fontos 
viszonyítási alapként szerepelnek más kutatásokban az újonnan leírt környezeti klónok 
taxonómiai azonosításában (Briée és mtsai, 2007; Engel és mtsai, 2003; Porter és Engel, 
2008). 
A villányi térségt l földrajzilag távoli, de hasonló geológiai környezetb l kimutatott 
mikrobióta összetételér l számos nemzetközi kutatási eredmény áll rendelkezésünkre. 
Magyarország gazdag termálvízkészlettel és számos termál- és gyógyfürd vel rendelkezik, 
ennek ellenére a kénes termálvizek mikrobiótájáról mindeddig kevés ismerettel rendelkezünk.  
Említésre méltó Zenke (2002) munkája, melyben az egerszalóki hévízkutak közvetlen 
környékén kialakult biofilm baktérium- és Archaea-közösséget vizsgálta molekuláris 
klónozással. A kénes, karbonátos hévforrások dolomit padjain kialakult 
mikróbaközösségekb l cianobaktériumok és si termofil baktériumok (Chloroflexi, 
Thermodesulfobacteria, Aquificae) képvisel it azonosította, viszont az Archaea-domén tagjait 
nem sikerült kimutatnia. 
Borsodi és mtsai (2012) a Budai Termálkarszt-rendszerhez tartozó Molnár János 
barlang "MJB", illetve a Rudas-Török forrásbarlang "RTB" baktériumközösségeit vizsgálták 
molekuláris klónozással. A jellemz en karbonátos, szulfátos, mérsékelten melegviz  (27-
30°C-os) barlangi környezetb l származó biofilmek bakteriális közösségszerkezete eltért 
egymástól. Az "MJB" klónkönyvtárat zömmel termofil aerob és anaerob Firmicutes 
baktériumokkal rokon klónok alkották, emellett kisebb arányban kimutattak kénoxidáló-
illetve kénredukáló baktériumokkal (Aquificae, Thermodesulfobacteria, Chloroflexi, 
Chlorobi, Deltaprotobacteria) és aerob vasoxidálókkal (Acidithiobacillus ferrooxidans), illetve 
anaerob vasredukálókal (Geothermobacterium ferrireducens) rokon szekvenciákat is. Az 
"RTB" minta dominanciáját kén- és szulfátredukáló deltaproteobaktériumok képvisel i 
(Geobacter, Desulfatibacillum, Desulfuromonas, Geothermobacter) adták. Ezen kívül 
viszonylag magas arányban megjelentek egyéb kénbaktériumokkal (Thiothrix, 
Thermodesulfobacteria, Chloroflexi), valamint a vasredukáló Geothermobacterium 
ferrireducens-szel rokon szekvenciák. 
A Lower Kane Cave barlang (Wyoming, USA) langyos viz  (22°C), szulfidos  
(1 mg l-1) vizeinek baktériumközösségeit Engel és mtsai 2003-ban vizsgálták molekuláris 
közösségfeltáró módszerekkel. Ezt követ en további vizsgálatokat folytattak a területr l 
gy jtött különböz  biofilm-mintákból (Engel és mtsai, 2004, Porter és Engel, 2008). 
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Eredményeik szerint a vizsgált közösségeket Epsilonproteobacteria dominancia jellemezte. 
Ezek a domináns epszilonprotebaktérium klónok ("LKC"-klóncsoport) anaerob kemolitotróf 
kénoxidáló Sulfuricurvum és Sulfurospirillum fajokkal álltak legközelebbi rokoni 
kapcsolatban. Emellett a Proteobacteria törzs további képvisel it (pl. Thiothrix unzii, 
Thiothrix fructosivorans, Thiobacillus aquaesulis, Desulfocapsa sp.) is kimutatták, melyek a 
biológiai kénkörforgalomban játszanak szerepet. A hálózatos szerkezet  biofilmeket fonalas 
epszilonproteobaktériumok, és a Gammaproteobacteria osztályba tartozó Thiothrix fonalas 
kénbaktériumok alkották (Engel és mtsai, 2003; Rosetti és mtsai, 2003). 
Briée és mtsai (2007) a hidegviz  (9-10°C), alacsony oxigén-koncentrációjú, kén-
hidrogénes Charca Verde-tó (Franciaország) nyílt vízi- és üledékminta Archaea- és 
baktériumközösségét vizsgálták molekuláris klónozással. A baktériumközösségeket zömmel a 
Proteobacteria törzsbe tartozó, a kén-körforgalomban részt vev  kemolitotróf kénbaktériumok 
képvisel i (Thiobacillus-, Sulfuritalea-, Thiothrix-rokon klónok), a szulfátredukáló
Desulfocapsa nemzetség képvisel i, illetve eddig ismeretlen epszilonproteobaktériumok-
klónok ("CV"-klónok) jellemezték. Ez utóbbi közösségalkotók a Sulfurimonas és 
Sulfurospirillum, tengeri üledék oxikus/anoxikus zóna határfelületén él  kénoxidáló 
baktériumokkal álltak filogenetikai rokonságban. Ezen kívül kisebb arányban anaerob fototróf 
szulfidoxidáló baktériumok (Chlorobi, Chloroflexi) képvisel i is jelen voltak. Az alacsony 
h mérséklet ellenére mind az üledékminták, mind a nyíltvízi minták Archaea-közösségét 
hipertermofil, acidofil, anaerob kénoxidáló Thermoplasmatales-rokon klónok és metanogén 
(metántermel ) Methanomicobiales-rokon klónok képviselték. 
Macalady és mtsai (2006) a Frasassi barlangrendszer (Olaszország) szulfidos 
(6,7 mg l-1),  szulfátos (120 mg l-1), hideg viz  (13°C) környezetéb l származó különböz
biofilmek baktérium-közösségeit szintén molekuláris klónozással vizsgálták. A biofilmek 
baktériumközösségeit a Proteobacteria törzsbe tartozó színtelen kénbaktériumok alkották. A 
klónok legnagyobb részét a gammaproteobaktériumokhoz tartozó szulfidoxidáló, fonalas 
Thiothrix-nemzetség képvisel i adták. Emellett a szulfátredukáló deltaproteobaktériumok 
fordultak még el , melyek zömmel a Desulfocapsa, Desulforhabdus és Desulfobacter
nemzetségekkel álltak rokoni kapcsolatban. A biofilm-képzésben résztvev  jelent s számú 
epszilonproteobaktérium klónszekvenciák nagyrészt más, távoli vidékekr l, de geológiai 
szempontból hasonló környezetekb l származó környezeti klóncsoportokkal (Angert és mtsai, 
1998; Engel és mtsai, 2003) alkottak közös kládot, és az ismert kemolitotróf 
Epsilonproteobacteria fajok közül az anaerob kénoxidáló Sulfurospirillum deleyianum-mal 
(Sikorski és mtsai, 2010) álltak filogenetikai kapcsolatban. A proteobaktériumok törzséb l 
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legkisebb arányban a bétaproteobaktériumokhoz tartozó kénoxidáló Thiomonas és 
Thiobacillus-nemzetségek képviseltették magukat. A biofilm-minták fáziskontraszt 
mikroszkópikus felvételei intracelluláris kéngranulumokat felhalmozó Beggiatoa- és 
Thiothrix-szer filamentumokat mutattak. A kutatások eredményei alapján Macalady és mtsai 
(2006) feltételezték, hogy a kén-körforgalomban szerepet játszó kénoxidáló kénbaktériumok 
anyagcsere-folyamataik során képesek alakítani a geológiai környezetüket, így a biológiai 
szulfid-oxidáció során keletkez  kénsav révén a baktériumok fontos szerepet játszhatnak a 
karsztk zetek felszínén lejátszódó intenzív korróziós folyamatokban. 
Rudolph és mtsai (2004) összehasonlító ökológiai tanulmányt végeztek az egymástól 
földrajzilag távol es  dél-németországi hidegviz  (10-11°C), szulfidos (0,5-4 mg l-1) 
Sippenauer Moor és Islinger Mühlbach forrásvizek biofilmjein. Fluoreszcens in situ 
hibridizáción és 16S rDNS bázissorrend elemzésen alapuló vizsgálataik alapján 
megállapították, hogy az eltér  oxigén-tartalmú környezetekben más-más baktériumok 
domináns el fordulása volt jellemz . A viszonylag nagyobb (1,4 mg l-1) oldott oxigén-
tartalmú minta biofilmjében Thiothrix-rokon szekvenciák, míg a mintegy 10-szer kisebb 
oxigén-tartalmú (0,13 mg l-1) közel anoxikus mintákban az "LKC" klóncsoporttal (Engel és 
mtsai, 2003) közel-rokon epszilonproteobaktériumok dominanciáját mutatták ki. Az eltér
környezetekb l származó biofilmek fáziskontraszt-mikroszkópos vizsgálata szintén 
különböz  képet mutatott: az oxigénben dúsabb biofilmet zömmel fonalas, rozettaképz , 
granulumokat felhalmozó (Thiothrix) baktériumtelepek alkották, míg az oxigénben 
szegényebb biofilm többnyire enyhén hajlott, sejthatárok nélküli fonalakból állt. Az oldott 
oxigénszint tehát nagymértékben meghatározta a hasonló fizikai-kémiai tulajdonságú 
környezetben kialakult közösségeken belüli szulfid-és kénoxidáló baktériumok dominancia-
viszonyait, hiszen a nagyobb oxigén-koncentráció a Thiothrix-eknek, míg a mikroaerofil mili
az epszilonproteobaktériumoknak kedvezett. 
Japán két egymáshoz közeli kénes, 72-80°C h mérséklet , magas szulfid-tartalmú (3-
20 mg l-1) hévforrásának (Yumata és Nakabusa hévforrás) baktérium- és Archaea-közösségeit 
Nakagawa és Fukui (2003) vizsgálták DGGE-vel. A domináns DGGE csíkokból származó 
bakteriális 16S rRNS gén szekvenciák Sulfurihydrogenibium-, illetve Thermodesulfobacteria-
rokon szekvenciákkal mutatták a legnagyobb mérték  hasonlóságot. Az Aquificae törzsbe 
tartozó Sulfurihydrogenibium nemzetségbe (Takai és mtsai, 2003), fakultatív anaerob, 
termofil, szulfid-, kén- és tioszulfát-oxidáló kemolitotróf baktériumok tartoznak. A típusfajok 
képvisel it kénes hévforrásokból izolálták szerte a világon: Sulfurihydrogenibium 
subterraneum (Takai és mtsai, 2003), Sulfurihydrogenibium yellowstonense (Nakagawa és 
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mtsai, 2005), Sulfurihydrogenibium azorense (Aguiar és mtsai, 2004), Sulfurihydrogenibium 
rodmanii (O’Neill és mtsai, 2008), Sulfurihydrogenibium kristjanssonii (Flores és mtsai, 
2008). A hévforrásokból a termofil kénoxidálók mellett a hipertermofil Archaeák csoportjába 
tartozó, anaerob, kénredukáló Staphylothermus és Sulfophobococcus nemzetség képvisel it 
sikerült azonosítani DGGE-PCR alapján.  
Thevenieau és mtsai (2007) a kolumbiai Andok magashegységi vidékén 53°C-os 
geotermális hévforrás (Escuela La Playa) vizét vizsgálták, melyb l egy új termofil, 
szulfátredukáló baktériumot, a Desulfomicrobium thermophilum fajt izoláltak. Ez a faj a 
D. baculatum-mal állt legközelebbi (94%-os szekvencia hasonlóság) filogenetikai 
rokonságban, melyek az anaerob szulfátredukáló Desulfovibrio fajokkal együtt közös st l 
származtak.  
Popa és mtsai (2004) összefüggést találtak a Fekete-tenger romániai partvidékén 
(Mangalia) fekv  karsztos területek kénes, felszínalatti víztározóiból kimutatott 
mikrobaközösség és a pirit (FeS2) ásványszemcsék mennyisége közt. A karbonátos 
k zethasadékokban lév , langyos víz  (18-20°C), anoxikus, alacsonyabb (6,5 mg l-1) szulfid- 
és szulfát-tartalmú (57 mg l-1) felszínközeli rétegben szemcsézett felület , gömbszer
framboid-szemcséket, illetve a magasabb (8,3 mg l-1) szulfid- és szulfát-koncentrációjú 
(90 mg l-1) aljzaton sima felület , gömb formájú szferoid-szemcséket találtak. Feltételezésük 
szerint a pirit-ásványok létrejöttében, majd framboid és szferoid-szemcsékké 
aggregálódásának folyamatában biomineralizációs folyamatok játszanak szerepet. Az ún. 
biogén piritizáció alapjául a szulfátredukálók anyagcseréje szolgál, melyek energiatermelésük 
során szulfidot képeznek. A megnövekedett szulfid-tartalmú anoxikus közegben a redukált 
(Fe2+) vas a keletkez  szulfiddal reagálva 10-20 m átmér j  vas-szulfid-szferoid szemcsék, 
illetve pirit-framboid szemcsék képz dését eredményezi. 
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5. Célkit zések 
Magyarország jelent s felszínalatti termálvíz készlete a hazai gyógyturizmust fontos 
iparággá tette. Hazánkban a gyógyfürd zésnek, mint a közösségi szabadid  eltöltés egyik 
formájának, évszázados hagyománya van. A különböz  gyógyhatással rendelkez  termál- és 
gyógyvizeink kémiai összetétele igen változatos, melyet a mélyben zajló kémiai és 
mikrobiológiai folyamatok együttesen alakítanak ki.  
Kutatómunkám során az alábbi célokat t ztem ki: 
• a Harkányi Gyógyfürd t szolgáló karsztvízbázisokra telepített termel kutak vizében 
el forduló baktériumok jellegzetes morfológiai típusainak fény- és 
elektronmikroszkópos tanulmányozása, továbbá az abioszeszton alkotóinak vizsgálata; 
• a baktériumközösségek összetételének, a közösségek filogenetikai diverzitásának, 
különös tekintettel a gyógyvíz kémiai összetételének alakításában is résztvev
kénbaktériumok feltárása; 
• a tavaszi, nyári és szi évszakos mintavételeket követ en a geológiai és áramlási 
viszonyok ismeretében a baktériumközösségek szerkezetében bekövetkez  esetleges 
térbeli és id beli változások feltérképezése;  
• a feltárt baktériumközösségek összehasonlító elemzése statisztikai módszerek 
alkalmazásával, valamint összefüggések keresése a baktériumközösségek összetétele 
és a kutak vizének fiziko-kémiai sajátságai között. 
A kit zött célok eléréséhez a Harkányi Gyógyfürd  négy termel kútjából 
(Büdöstapolca I-es kút, Büdöstapolca II-es kút, Matty-kút, Termál VI-os kút) 2006 és 2008 
között gy jtöttünk vízmintákat. A baktériumközössségek feltárását molekuláris klónozással 
végeztük. A termel kutakból származó baktériumközösségek genetikai diverzitását, területi 
különbségeit és szezonális dinamikáját denaturáló gradiens gélelektroforézis segítségével 
tanulmányoztuk. 
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6. Anyag és módszer 
6.1. Mintavétel és minta-el készítés 
A Termál VI-os kút (É: 45,850, K: 18,237) (7. ábra) a vizsgálatba nem vont III-as, IV-
es és V-ös termálkutak mellett a fürd  elkerített területén belül helyezkedik el.  
A Büdöstapolca I-es (É: 45,862, K: 18,276) és II-es (É: 45,860, K: 18,279) kutak egymástól 
mintegy 100 méterre, Harkánytól 4 km-re keletre, Siklós határában találhatók.  
A büdöstapolcai kutak környezetében mez gazdasági tevékenységet folytatnak. A Matty-kút 
(É: 45,823, K: 18,257) Harkánytól 5,5 km-re délre, erd vel körbevett területen található 
(6. ábra). A kutakból 2006 novemberében, valamint 2007-ben áprilisban, júniusban és 
augusztusban, továbbá 2008-ban áprilisban, augusztusban és novemberben vettünk 
vízmintákat. (A mintavételi id pontokat és az elvégzett vizsgálatokat az 1. táblázatban 
foglaltuk össze). 
6. ábra A Villányi-hegység és déli el terének térképe a mintavételi helyekkel 
(A mintázott kutakat háromszög jelzi; T6: Termál VI-os kút, BT1: Büdöstapolcai I-es kút,  
BT2: Büdöstapolca II-es kút, M: Matty-kút) 
A langyos viz  kutakból üzemeltetés közben, a mintavételi csapok 10 perces folyatása 












vezet képességet WTW Cond 3310 típusú kézi-digitális mér eszközzel (Geotech 
Environmental Equipment, Inc., USA) a helyszínen mértük. A többi kémiai adatot a Harkányi 
Gyógyfürd  Zrt. szolgáltatta (Függelék 3. táblázat). Mikrobiológiai vizsgálatok céljára 5-5 l 
vízmintát, míg a Termál-VI-os kútból 25 l vízmintát gy jtöttünk el z leg fert tlenített, 
csavaros kupakkal zárható 25 literes m anyag kannákba. (A kannákat a mintavétel el tt steril 
desztillált vízzel átöblítettük, majd a kannákba a csírátlanításhoz 3 %-os formaldehid-oldattal 
átitatott vattadugót helyeztünk. A kannákat 48 órán keresztül zárva tartottuk. A mintavétel 
el tt a vattákat steril csipesszel eltávolítottuk, majd a kannákat visszazártuk.) 
1. táblázat Az egyes mintavételi helyeken végzett mintavételek id pontjai  
és a mintákból végzett vizsgálatok jelölése 




Büdöstapolca I-es kút 2006. 11.  X 
 2007. 04. X X 
 2007. 06. X  
 2007. 08. X  
 2008. 04. X  
 2008. 08. X  
 2008. 11. X  
Büdöstapolca II-es kút 2006. 11.  X 
 2007. 04. X X 
 2007. 06. X  
 2007. 08. X  
 2008. 04. X  
 2008. 08. X  
 2008. 11. X  
Matty-kút 2007. 04.   
 2007. 06. X  
 2007. 08.   
 2008. 04. X X 
 2008. 08. X  
 2008. 11. X  
Termál-VI-os kút 2007. 04. X  
 2007. 06. X  
 2007. 08. X  
 2008. 04. X  
 2008. 08. X  
 2008. 11. X X 
A vízminták sz rését és a biomassza-kinyerését az ÁNTSZ Dél-dunántúli Regionális 
Intézete Vízmikrobiológiai Laboratóriumában végeztük. A mintákat 3 fejes Millipore MIAC 
03P01-típusú membránsz r -berendezéssel 0,45 μm pórusméret  47 mm átmér j  Millipore 
EZ-Pak EZHAWG 474-típusú membránsz r n sz rtük át. A membránsz r n összegy lt 
biomasszát sejtkaparóval 10-10 ml eredeti vízmintába mostuk, majd Eppendorf 5804 R-típusú 
centrifugában tömörítettük 3200 rpm rotációs sebességgel 10 percig. A felülúszót elöntöttük, 
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majd a molekuláris biológiai vizsgálatokhoz 1000-1500 μl, a mikroszkópos vizsgálatokhoz 
550-600 μl mintát mértünk 1,5 ml-es steril Eppendorf-csövekbe. A molekuláris biológiai 
vizsgálatokra, valamint a pásztázó elektronmikroszkópos vizsgálatokra szánt mintákat -20 °C-
on tároltuk, és úgy szállítottuk az ELTE TTK Mikrobiológiai Tanszékére. 
7. ábra A Harkányi Gyógyfürd  Zrt. területén elhelyezked  Termál-VI-os kút  
(A nyíl a mintavételi csonkot jelöli.) 
6.2. A minták mikroszkópos vizsgálata 
Közvetlenül a vízminták tömörítése után a fáziskontraszt-mikroszkópos vizsgálathoz 
40-40 μl friss natív, festetlen mintát pipettáztunk tárgylemezre. 20-szoros PL 0,40 és 40-
szeres PL 0,55 fázisobjektíveket, valamint 10-szeres okulárt használva vizsgáltuk a 
biomasszát Olympus BX51 TF-típusú fázis-kontraszt trinokuláris mikroszkópban. A sejtméret 
meghatározáshoz 24 x 1,5 mm vízszintes beosztású, beépített okulármikrométert használtunk. 
A fáziskontraszt-eljárással kapott kép igen kontrasztos és színes, ezért jól megfigyelhet k a 
sejten belüli (sejtmag, zárványok) és sejtfelszíni struktúrák (flagellumok, hüvely, sejtfelszíni 
leakódások), melyek néhány esetben morfológiai határozóbélyegként szolgálnak. 
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A pásztázó elektronmikroszkópia jól alkalmazható a biofilmet alkotó 
mikroorganizmusok térbeli szerkezetének tanulmányozásához. A pásztázó 
elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz 500-500 μl mintát használtunk. A minta-el készítés 
kémiai rögzítéses és fagyasztva szárításos technikával történt (Makk és mtsai, 2003). 
6.2.1. Minta-el készítés az elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz 
A pásztázó elektronmikroszkópos vizsgálatokhoz a sz réssel tömörített mintát 3 órán 
keresztül 5%-os glutáraldehid oldatban rögzítettük. A rögzítést követ en a mintákat 2-szer 
mostuk 10 percig 0,1 M-os foszfát pufferrel. A minták kiszárítása liofilizálással történt. A 
fixált mintákat el ször cseppfolyós nitrogénbe merítettük (el fagyasztás). A lefagyasztott 
mintákat ezt követ en liofilizáló készülékbe (Edwards) helyeztük. A szárítási id  6 óráig 
tartott (2 x 10-2 mbar, -60˚C). Az eljárás során a lefagyasztott mintákból a jeget vákuumban 
elszublimáltattuk. A teljesen kiszáradt mintákat fémg zöl  m szerben (0,05 Pa, 40 mV) 
vékony aranyfilmmel vontuk be. A mintákat HITACHI S-2600N pásztázó 
elektronmikroszkópban vizsgáltuk. 
6.3. A közösségi DNS kinyerése és felszaporítása 
A taxonómiai azonosítás és a filogenetikai kapcsolatok feltárásának egyik 
széleskörben alkalmazott módszere a prokarióta genom bizonyos kiválasztott szakaszainak 
bázissorrend meghatározása és azok összehasonlító elemzése. A filogenetikai törzsfa-készítés 
alapjául szolgáló egyik leggyakrabban használt genom-szakasz a bakteriális 16S rRNS génje, 
amely minden baktériumban általánosan el forduló és evolúciósan er sen konzervált 
génszakasz, ugyanakkor fajspecifikus régiókat is tartalmaz. 
6.3.1. A DNS kinyerése és tisztítása  
A mintákból a közösségi DNS izolálást a fizikai sejtfeltárást követ en Ultra Clean Soil 
DNA Isolation Kit (MO BIO, USA) használatával végeztünk (a gyártó útmutatásának 
megfelel en), melynek során a sejtes elemeket és a DNS-t elválasztottuk a minta abiotikus 
elemeit l, illetve a közösségi DNS-t megtisztítottuk a kisebb nukleinsav töredékekt l és 
egyéb PCR-gátló anyagoktól.  
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• A teljes (1000-1500 μl-nyi) mintamennyiséget 2 ml-es Bead Solution cs be mértük, 
majd kémcs rázóval 4-5 másodpercig intenzíven összeráztuk. 
• Hozzáadtunk 60 μl S1 oldatot, majd ismét összeráztuk. 
• Hozzáadtunk 200 μl Inhibitor Removal Solutiont (IRS). 
• A sejteket sejtmalomban 2 percig 1/25 Hz frekvencián roncsoltuk. 
• A mintát 13000 rpm-en 30 másodpercig centrifugáltuk.
• A felülúszót átpipettáztuk új 1,5 ml-es centrifugacsövekbe. 
• A mintához 250 μl S2 oldatot adtunk, majd 4-5 másodpercig kémcs rázóval 
összeráztuk.  
• Ezután 5 percig 4°C-on inkubáltuk. 
• Centrifugáltunk 13000 rpm-en 1 percig. 
• A felülúszót átpipettáztuk egy új 2 ml-es MO BIO Kit cs be. 
• Hozzáadtunk 1,3 ml S3-oldatot, majd röviden összeráztuk. 
• A 2 ml-es MO BIO Kit centrifugacs be spin filtert helyeztünk, majd a filterre 700 μl 
mintát töltöttünk. 
• Ezután 13000 rpm-en 1 percig centrifugáltunk. 
• Centrifugálás után elöntöttük a sz rletet, majd a filterre újabb 700 μl mintát töltöttünk, 
és a m veletet megismételtük. Így a teljes mennyiség  genomiális DNS a filterre 
kötött. 
•  Ezt követ en 300 μl S4-oldatot pipettáztunk a filterre, majd 13000 rpm-en 
30 másodpercig centrifugáltunk. 
• A sz rletet elöntöttük, majd a filtert újra centrifugáltuk 13000 rpm-en 1 percig. 
• A spin filter-betétcsövet egy új 2 ml-es MO BIO Kit centrifugacs be helyeztük, majd 
a filter közepére orientálva 50 μl S5 eluálószert pipettáztunk.  
• A DNS-t a filterr l eluáltuk, majd a csöveket 13000 rpm-en 30 másodpercig 
centrifugáltunk. 
• Az izolált DNS-t további felhasználásig -20°C-on tároltuk. 
6.3.2. A DNS detektálása agaróz gélelektroforézissel  
1%-os agaróz gélt készítettünk: 20 ml 5 x TBE pufferhez hozzáadtunk 80 ml desztillált 
vizet, majd összeráztuk. 1 g agarózhoz hozzáadtunk 100 ml 1 x TBE puffert, majd 
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forráspontig melegítettük. A körülbelül 60°C-ra visszah tött gélhez 5 μl etídium-bromidot 
adtunk.  
A gélt futtatókádba öntöttük, majd a gél megszilárdulása után a zsebekbe 5-5 μl mintát 
és 3-3 μl tölt puffert (30 % gilcerin + 0,25 mM brómfenolkék) töltöttünk. Az egyik zsebbe 
3 μl DNS III-as markert (Fermentas, Litvánia) töltöttünk ( -fág restrikciós enzimekkel 
hasított DNS-e, 24 nevezetes bázispár-hosszúságú DNS-fragmentet tartalmaz, melyek jól 
detektálhatóak a gélben), ezáltal megbecsülhettük a DNS hosszát. 
Az elektroforézis 100 V feszültségen 20 percig történt, majd a DNS-t UV fényben 
detektáltuk.  
6.3.3. A 16S rDNS szakasz felszaporítása polimeráz láncreakcióval (PCR) 
A bakteriális közösségi genom 16S rDNS szakaszát a 27-es és 1492-es nukleotidok 
pozíciója között parciálisan felszaporítottuk. Mintánként és reakciónként 48 μl premix oldatot 
mértünk össze 200 μl-es PCR csövekbe az alábbiak szerint: 
• 5 μl 10 x Taq puffer (200 mM TRIS/HCl, 15 mM MgSO4, 100 mM KCl, Fermentas)  
• 4 μl MgCl2 (25 mM) 
• 10 μl dNTP (1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP, Fermentas) 
• 0,5 μl 27 forward primer (0,5 μg/ml, 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’, IDT, 
IA, USA; Lane, 1991) 
• 0,5 μl 1492 reverse primer (0,5 μg/ml) (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’, 
IDT; Lane, 1991) 
• 28 μl steril dH2O  
Az összemért premixeket enyhén homogenizáltuk, majd hozzáadtunk 1-1 μl-nyi 
templát DNS-t. Az elegyet összeráztuk, majd 4-5 másodpercig centrifugáltuk 3000 rpm-en.  
A mintákat Whatman Biometra Tpersonal PCR készülékbe helyeztük, majd az alábbi PCR 
h profil beállításával elindítottuk a reakciót: 
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16S "Hot start" PCR 
1. Kezdeti denaturáció 98°C 5 perc
2. Taq polimeráz bemérése 84°C 10 perc
3. Denaturáció 94°C 30 mp
4. Anelláció 52°C 30 mp
5. Extenzió 72°C 1 perc
6. PCR ciklus (3-5. lépések) 32 x
7. Végs  extenzió 72°C 30 perc
8. H tés 4°C
• A kezdeti denaturációt követ en 84°C-on a mintákba 1-1 μl Taq polimeráz enzimet 
(LC low concentration Taq, 1U/μl, Fermentas) mértünk be, majd folytattuk a PCR 
reakciót. 
A 16S rDNS PCR-rel kapott termékek detektálása a 6.3.2. alpontnál leírtakkal 
megegyez  módon történt. A templátok hosszának ellen rzéséhez 3 μl VIII-as markert 
(Fermentas) használtunk. 
6.4. Klónkönyvtár létrehozása és feldolgozása 
A molekuláris klónozás egyike azon rutin alkalmazásban lev  DNS-alapú molekuláris 
módszereknek, amely lehet vé teszi a különösen nehezen tenyészthet  mikroorganizmusok 
(mint pl. kemolitotróf kénbaktériumok) által alkotott közösségek vizsgálatát. A klónozás 
során a teljes bakteriális DNS-b l parciális 16S rDNS polimeráz láncreakcióval kapott 
terméket klónozó vektorba illesztve Escherichia coli sejtekben szaporítjuk fel. (Környezeti 
minták baktériumközösségének vizsgálata céljára klónozó vektorként általában erre a célra 
kifejlesztett plazmidot alkalmaznak.) A környezeti 16S rDNS szakaszt tartalmazó klónozó 
vektor (inszert plazmid) a hordozó E. coli DNS-ét l függetlenül, rövid id  alatt nagy 
példányszámban tud replikálódni. Táptalajon felületi szélesztéssel izolált sejttenyészetek 
létrehozásával és a rekombináns klónsejt-tenyészetek (mivel egy E. coli sejtbe csupán egy 
klónozó vektor jut, így az egyes izolált E. coli sejttenyészetek egy-egy felszaporított 
környezeti 16S rDNS PCR terméket hordoznak elkülönülten) kék/fehér szelekcióval 
(Sambrook és Russel, 2001) történ  azonosításával klónkönyvtárakat hozhatunk létre.  
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6.4.1. A 16S rDNS PCR-rel kapott termékek tisztítása 
A teljes DNS-b l 16S rDNS polimeráz láncreakcióval kapott termékek tisztítása 
Viogene PCR-M Clean Up System (Tajvan) segítségével történt az alábbi metodika szerint, 
melynek során a 16S rDNS molekulákat a premix-alkotóelemekt l megtisztítottuk:  
• A PCR termékeket (50 μl) 1,5 ml-es centrifugacsövekbe (Viogene) töltöttük. 
• Hozzáadtunk 0,5 ml PX puffert, majd kécs rázóval összeráztuk. 
• A PCR-M filtert (Viogene) 2 ml-es centrifugacs be (Viogene) helyeztünk, majd a 
teljes mintamennyiséget rátöltöttük. 
• Centrifugáltunk 13000 rpm-en 1 percig, majd a sz rletet elöntöttük. 
• A filtert átmostuk 0,5 ml WF pufferrel, majd 13000 rpm-en 1 percig centrifugáltuk, és 
a sz rletet elöntöttük. 
• A filtert átmostuk 0,7 ml WS pufferrel, majd 13000 rpm-en 1 percig centrifugáltuk, és 
a sz rletet elöntöttük. 
• Újra centrifugáltunk 13000 rpm-en 3 percig, hogy a maradék etanol is eltávozzon a 
filterr l. 
• A filtert egy új 1,5 ml-es centrifugacs be helyeztük, majd a filter közepére orientálva 
50 μl eluálószert pipettáztunk. 
• Végül 13000 rpm-en 3 percig centrifugáltunk, így a tisztított PCR-termék a cs  alján 
gy lt össze. 
• A tisztított PCR termékeket további felhasználásig -20°C-on tároltuk. 
6.4.2. A PCR termékek ligálása plazmidba 
A ligálás célja, a közösségi 16S PCR termék elkülönítése, és egyedenkénti 
felszaporítása volt. Ezt úgy értük el, hogy az egyes 16S PCR termékeket egy-egy klónozó 
vektorba kapcsolatuk, majd az így létrehozott rekombináns (inszert) plazmidokat egymástól 
elkülönülten sejten belül felszaporítottuk.  
Az 16S "Hot start" PCR során a Taq polimeráz templát independens terminális 
transzferáz aktivitását használtuk ki. Ezen aktivitás során a PCR termékek 3’ végeihez egy 
túlnyúló adenozinból álló rész kapcsolódik. A pCR-TOPO vektor 4 kilobázis hosszúságú, 
melynek polylinker régiója úgy hasított, hogy a cirkuláris DNS elhasadásánál túlnyúló timidin 
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régió van. Ezért alkalmas a templát megkötésére topoizomeráz enzim segítségével, így 
inszert-plazmidok jöhetnek létre. A kitben a Topoisomerase I enzim a vektorhoz kovalensen 
kötött. A klónozó vektor az ampicillin-rezisztencia génjét (Amp), valamint β-D-galaktozidáz 
enzim génjét (Gal)  hordozza, amely utóbbi az inszerció következtében inaktivvá válik.  
Ligáló reakciót a TOPO Cloning Kit (Invitrogen, USA) alkalmazásával az alábbiak 
szerint végeztünk: 
• 4 μl tisztított PCR terméket mértünk 200 μl-es PCR cs be. 
• Hozzáadtunk 1 μl sóoldatot (1,2M NaCl+0,06M MgCl2) 
• Hozzáadtunk 1 μl TOPO vektort 
• Óvatosan elegyítettük, majd 5 percig szobah mérsékleten inkubáltuk. 
6.4.3. Transzformálás E. coli sejtekbe 
Az inszert-plazmidokat a továbbiakban E. coli baktériumsejtekben szaporítottuk fel, 
majd a rekombináns sejttenyészetekb l klónkönyvtárakat hoztunk létre. 
Az inszert-plazmidok E. coli sejtekbe történ  transzformálását h sokkal végeztük az 
alább leírt módon: 
• 2 μl TOPO reakcióelegyet 1,5 ml-es centrifugacs be mértünk. 
• Hozzáadtunk 50 μl sejtszuszpenziót (E. coli JM109 kompetens sejtek), majd jégen 5 
percig inkubáltuk. 
• A sejteket 42°C-os vízfürd ben 30 másodpercig h sokk alá vetettük, majd visszatettük 
a csöveket a vízfürd be további 2 percig.   
• Hozzáadtunk 250 μl SOC oldatot (Invitrogen, USA), majd 1 óráig 37°C-on  150 rpm 
forgási sebességgel rázótermosztátban inkubáltunk. 
6.4.4. Tenyésztés szelektív táptalajon 
Az inszert-plazmidok beépülését kék/fehér szelekcióval ellen riztük (Sambrook és 
Russell, 2001). Ennek alapja a vektorban lév  (Amp) kifejez dése, valamint a (Gal) 
inaktivációja. A templátok megfelel  inzerciója során ugyanis a (Gal) gén inaktiválódik, míg 
az (Amp) enzim tovább örökl dik a sejttenyészetekben. Az E. coli kompetens sejtek 
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tenyésztését ezért LB-ampicillin-IPTG-Xgal- agaron végeztük, mely X-galaktózt és 
ampicillint tartalmazott. A tenyésztés során így ampicillin-rezisztenciára szelektív és 
kromogén E. coli telepeket kaptunk, melyek a Gal enzim inaktivációja miatt fehér színnel 
elkülönültek az inszert-plazmiddal nem rendelkez  kék (X-galaktózt bontó) telepekt l.  
A táptalajkészítés lépései: 
• 10 g triptonhoz mértünk 5 g éleszt kivonatot, valamint 5 g NaCl-ot, majd  
• feltöltöttük steril desztillált vízzel 1000 ml-re. A pH-t 7,0-ra állítottuk be.  
• 1 liter LB-tápoldathoz mértünk 15 g agart, majd 120°C-on 20 percig autoklávoztuk. 
•  Az 50°C-ra visszah lt táptalajba 100 g ampicillint mértünk, majd homogenizáltuk. 
•  Petri-csészékbe lemezeket öntöttünk. 
• A megdermedt LB-ampicillin- agar teljes felületére 20-20 μl (50 mg/ml) X-galaktózt, 
valamint 100-100 μl IPTG-t (100 mM) szélesztettünk. 
• A lemezeket szobah mérsékleten 30 percig inkubáltuk, hogy a diffúzió egyenletesen 
végbemenjen. 
Négy párhuzamos szélesztést végeztünk 50-100-100-150 μl sejtszuszpenzióval LB-
ampicillin-IPTG-Xgal- agar lemezek felületére, majd a tenyészeteket 37°C-on 24 órán át 
inkubáltuk.  
6.4.5. Az inszert-plazmidok kinyerése az E. coli sejtekb l 
Mintánként külön, 96 fér helyes PCR mikrotiter lemezeket (CLP-Neptune, USA) 
használtunk. A mikrotiter lemezek zsebeibe 30-30 μl DEPC vizet mértünk, majd minden 
egyes mikroplate mintahelyre szuszpendáltunk 1-1 baktérium-telepet, ezt követ en a 
lemezeket véd fóliával lezártuk. Az intracellulárisan felszaporított inszert-plazmidokat fizikai 
sejtroncsolással és h sokkal extraháltuk az E. coli sejtekb l az alábbi módon: 
• A mikrotiter lemezeket óvatosan összeráztuk, majd PCR készülékben 98°C-on 
7 percig hevítettük. 
• Centrifugáltunk 5000 rpm-en 5 percig mikrotiter lemez centrifugában (Jouan CR422), 
így a sejtes elemek elkülönültek a felülúszóban lév  DNS molekuláktól. 
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6.4.6. Vektor specifikus PCR 
Az inszert plazmidokból vektor specifikus PCR során a beköt d  DNS szakaszt 
(inszert-szakaszt) szaporítottuk fel M13 vektor specifikus primerek segítségével. Ezek a 
specifikus primerek felismerik a vektorba köt dés helyeit, így az M13 PCR a két köt dési 
pont közötti inszert-szakaszt amplifikálja. [Mivel az M13 polimeráz láncreakció során az M13 
specifikus forward és reverse primerek nem közvetlenül az inszertálódási pontok mellé, 
hanem azoktól kissé távolabb, a vektorhoz köt dnek, minden M13 PCR-termék tartalmaz 
vektor-szekvenciákat a kezdeti és terminális szakaszokon egyaránt. Ezen kívül a parciális 
16S  rDNS szakaszok kétféle orientációban (5’ 3’, illetve 3’ 5’) is beköthetnek a klónozó 
vektorba. Ennek következtében egy inszert-szakasz M13 polimeráz láncreakciója során 
változatos szekvenciájú, az eredeti inszert szekvenciáknál hosszabb M13 PCR-termékek 
keletkeznek.] 
A vektor specifikus PCR-hez az alábbi összetétel  elegyet mértük 1μl templát DNS-re 
vonatkoztatva: 
• 5 μl 10 x Taq puffer (Fermentas) (200 mM TRIS/HCl, 15 mM MgSO4, 100 mM KCl)  
• 4 μl MgCl2 (25 mM) 
• 10 μl dNTP (Fermentas) (1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP) 
• 0,5 μl M13 forward primer (0,5 μg/ml, 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’, 
Stratagene, La Jolla, CA, USA) 
• 0,5 μl M13 reverse primer (0,5 μg/ml, 5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’, 
Stratagene) 
• 28 μl steril dH2O  
• 1 μl Taq polimeráz (LC low concentration Taq, 1U/μl, Fermentas) 
• 1 μl templát DNS 
Az elegyet kécs rázóval ráztuk, majd röviden centrifugáltuk 3000 rpm-en. Mintánként 
külön, 96 fér helyes PCR mikrotiter lemezeket (CLP-Neptune) használtunk. Az M13 
polimeráz láncreakcióhoz az alábbi h profilt állítottuk be: 
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M13 PCR 
1. Kezdeti denaturáció 96°C 3 perc
2. Denaturáció 94°C 30 mp
3. Anelláció 52°C 30 mp
4. Extenzió 72°C 1 perc
5. PCR ciklus (2-4. lépések) 32 x
6. Végs  extenzió 72°C 10 perc
7. H tés 4°C
A kapott PCR termékek ellen rzését a 6.3.2. alpontnál leírtakkal megegyez  módon 
végeztük. A templátok hosszának ellen rzéséhez 3 μl VIII-as markert (Fermentas) 
használtunk. 
6.4.7. Nested PCR 
Nested (köztes) PCR alkalmazásával az M13-as templátok 5’, valamint 3’, variábilis 
végeit kihagyva, a közbüls  szekvenciákat er sítettük fel.  Ehhez az els  parciális 16S rDNS 
polimeráz láncreakció során alkalmazott primerpárt (27f, 1492r) használtuk, aminek 
eredményeként visszanyertük az eredeti inszert-szekvenciákat.  
Az alábbi összetétel  elegyet mértük 1μl templát DNS-re vonatkoztatva: 
• 5 μl 10 x Taq puffer (200 mM TRIS/HCl, 15 mM MgSO4, 100 mM KCl, Fermentas)  
• 4 μl MgCl2 (25 mM) 
• 10 μl dNTP (1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP, Fermentas) 
• 0,5 μl 27 forward primer (0,5 μg/ml, 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’, IDT) 
• 0,5 μl 1492 rev. primer (0,5 μg/ml, 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’, IDT) 
• 28 μl steril dH2O  
• 1 μl Taq polimeráz (LC low concentration Taq, 1U/μl, Fermentas) 
• 1 μl templát DNS 
Az elegyet összeráztuk, majd 4-5 másodpercig centrifugáltuk 3000 rpm-en. 
Mintánként külön, 96 fér helyes PCR mikrotiter lemezeket (CLP-Neptune) használtunk. A 
nested PCR az alábbi módon zajlott: 
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Nested PCR 
1. Kezdeti denaturáció 96°C 3 perc
2. Denaturáció 94°C 30 mp
3. Anelláció 52°C 30 mp
4. Extenzió 72°C 1 perc
5. PCR ciklus (2-4. lépések) 32 x
6. Végs  extenzió 72°C 10 perc
7. H tés 4°C
A PCR termékeket a 6.3.2. alpontnál leírtak szerint VIII-as markerrel ellen riztük.  
6.4.8. A PCR termékek restrikciós emésztése 
A nested PCR során felszaporított PCR termékek taxonómiai csoportosítását az 
ARDRA (Amplifikált Riboszomális DNS Restrikciós Analízis) módszerével végeztük 
(Massol-Deya és mtsai, 1995). Ehhez a nested PCR-termékek restrikciós emésztését Hin6I és 
BsuRI restrikciós enzimekkel (Fermentas) végeztük. [A restrikciós enzimek adott 
szekvenciáknál hasítják a DNS-szálat, így taxon specifikus hasítási mintázatok (ARDRA 
mintázatok) jönnek létre. Hin6I hasítási pont: 5’-G, CGC-3’; BsuRI hasítási pont: 5’-GG, CC-
3’]. A kétféle emésztéshez kétféle premixet készítettünk, és az emésztéseket mintánként két-
két 96 fér helyes PCR mikrotiter lemezeken végeztük párhuzamosan.  
Az alábbi összetétel  elegyet mértük össze 8 μl templát DNS-re vonatkoztatva: 
Hin6I emésztés  BsuRI emésztés  
2,5 μl Y+/ Tango puffer (Fermentas) 2,5 μl Y+/ Tango puffer (Fermentas) 
14,2 μl dH2O 14,2 μl dH2O 
0,3 μl enzim (Hin6I) 0,3 μl enzim (BsuRI) 
8 μl templát DNS 8 μl templát DNS 
Az összemért reakció-elegyeket 37°C-os vízfürd ben inkubáltuk másnapig.  
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6.4.9. Az emésztett DNS termékek detektálása és ARDRA-csoportosítása 
A restrikciósan hasított DNS-termékeket 2%-os agaróz gélben futtattuk.  
A 2%-os agaróz gél készítése:  
• 20 ml 5 x TBE pufferhez hozzáadtunk 80 ml desztillált vizet, majd összeráztuk.  
• 2 g agarózhoz hozzáadtunk  100 ml 1 x TBE puffert, majd forraltuk 3-7 percig.  
• Az 50°C ra visszah tött gélhez adtunk 5 μl etídium-bromidot.  
A gélt futtatókádba öntöttük, majd megszilárdulása után a zsebekbe 30-30 μl mintát és 
3-3 μl tölt puffert (30 %-os glicerin + 0,25 mM brómfenolkék) töltöttünk. A gél fels  sorába 
Hin6I-emésztett termékek, az alsó sorába pedig a BsuRI-emésztett termékek kerültek. Az 
fels  és alsó sor egyik zsebébe 3 μl DNS VIII-as markert (Fermentas) töltöttünk. 
Az elektroforézis 80 V feszültségen 70 percig zajlott, majd a kapott gélképeket UV 
fény alatt rögzítettük.  
Ezt követ en a gélképek alapján csoportosítottuk a hasítási sávmintázatokat (ARDRA-
mintázatokat), és a bázissorrend elemzéshez csoportonként egy-egy klón reprezentánst 
választottunk. 
6.4.10. Szekvenáló reakció 
A csoport reprezentáns nested PCR termékeket Viogene PCR-M Clean Up System 
segítségével tisztítottuk a 6.4.1. alpontban leírtak szerint, majd a tisztított termékek 
bázissorrend elemzését a jelölt terminátorú ciklikus szekvenálás (Dye Terminator Cycle 
Sequencing, Applied Biosystems, USA) módszerével és ABI PRISM 310 automata 
szekvenátorral (Applied Biosystems) végeztük. Az eljárás Frederick Sanger "di-dezoxi-
láncterminációs" módszerén alapszik, melynek során a denaturált templát DNS-lánc 
meghosszabbodása alatt fluorescens festékkel jelölt di-dezoxi-nukleotidok (ddATP, ddCTP, 
ddGTP, ddTTP) terminálisan kapcsolódnak. Ekkor leáll a reakció. A nagy számok törvénye 
alapján a Taq polimeráz minden egyes nukleotid hosszúságú PCR-termékben terminális 
pozícióba beépít egy ddNTP-t. A szekvenátor végül a méret szerint elválasztott szakaszok 
fluorescens jelzetét azonosítja.  
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200 μl-es PCR cs be az alábbi összetétel  elegyet mértük: 
• 3 μl 5 x hígító puffer (Applied Biosystems) 
• 2 μl Big Dye Terminator Ready Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 
• 6 μl dH20 
• 1 μl 519 reverse primer (0,5μg/ml, 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’, IDT) 
• 8 μl templát DNS 
Ezt követ en elindítottuk a reakciót: 
 Szekvenáló reakció 
1. Denaturáció 96°C 10 mp
2. Anelláció 50°C 5 mp
3. Extenzió 60°C 4 perc
4. PCR ciklus (1-3. lépések) 32 x
5. H tés 4°C
6.4.11. A szekvenáló reakció-termékek etanolos tisztítása 
A szekvenáló reakció-termékeket a szekvenciák leolvasásakor zavaró PCR-premix-
anyagoktól az alábbi metodika szerint tisztítottuk meg: 
•  600 μl-es centrifugacs be pipettáztunk 62,5 μl  95 %-os etil-alkoholt, majd 
hozzáadtunk 3 μl 3 M Na-acetátot, valamint 14,5 μl dH2O-t.  
• A reakcióelegyhez hozzáadtunk 20 μl szekvenáló reakció-terméket. 
• Az elegyet rövid ideig összeráztuk, majd 15 percig szobah mérsékleten inkubáltuk. 
• H t centrifugában (Hermle Z233 MK2) centrifugáltunk 10000 rpm-en 20 percig 4°C-
on. 
• A centrifugacsövekb l a felülúszót leszívtuk, majd hozzáadtunk 250 μl 70 %-os etil-
alkoholt. 
• Röviden összeráztuk, majd újra centrifugáltunk 10000 rpm-en 10 percig 4°C-on. 
• A centrifugacsövekb l a felülúszót leszívtuk, majd nyitott tet vel beszárítottuk a 
mintákat vákuum centrifugában (Jouan RC 1009) 2000 rpm-en 30 percig. 
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6.4.12. A szekvenáló reakció-termékek futtatása 
• A beszárított szekvenáló reakció-termékeket 20 μl formamidban oldottuk fel, röviden 
összeráztuk és centrifugáltuk.  
• Ezután a mintákat szekvenátor-csövekbe (Applied Biosystems) átpipettáztuk. 
• A DNS-t PCR készülékben 95°C-on 3 percig denaturáltuk, majd átvittük ABI PRISM 
310 automata szekvenátorba (Applied Biosystems). 
6.4.13. Szekvencia-elemzés 
• A kapott szekvenciák kromatogramjait CHROMAS LITE ver. 2.01 programmal 
(www. technelysium.com.au) ellen riztük. 
• A szekvencia-hasonlóság alapján listázott filogenetikai rokonsági viszonyok 
felállításához az NCBI internetes adatbázist használtuk. Az adatbázisban szerepl
legközelebbi rokon szekvenciákat BLAST programmal (Altschul és mtsai, 1997), a 
legközelebbi rokon típustörzseket EzTaxon ver. 2.1 programmal (Chun és mtsai, 
2007) kerestük meg. 
• A szekvencia-illesztéseket MEGA ver. 4.1 programcsomaggal (Kumar és mtsai, 2008) 
végeztük, majd az evolúciós távolságok számítására Kimura 2 modellel került sor 
(Kimura, 1980). A filogenetikai dendrogramokat Neighbour-joining módszerrel 
(Saitou és Nei, 1987) szerkesztettünk.  
6.5. A klónkönyvtárak összehasonlítása és jellemzése ökológiai indexek alapján 
6.5.1. Hasonlósági index 
A klónkönyvtárak egymás közti különbségének megállapításához Bray-Curtis
hasonlósági indexet (BC12) számoltunk. A Bray-Curtis-index az egyes minták közti 
különböz ség fokát jelöli, melynek értéke [0-1] intervallumba esik (Bray és Curtis, 1957). A 
0 érték jelöli a klónkönyvtárak teljes azonosságát, míg az 1-es érték esetén a klónkönyvtárak 
teljes mértékben különböznek egymástól.  
A klónkönyvtárak szerkezeti eltérésének megállapításához a magasabb rend













, ahol in1 az "1" klónkönyvtárban található i-edik filogenetikai csoporthoz tartozó klónok 
száma, in2 a "2" klónkönyvtárban található i-edik filogenetikai csoporthoz tartozó klónok 
száma. 
6.5.2. Diverzitás-index 
A klónkönyvtárak ökológiai jellemzését a FastGroup II online calculator segítségével
végeztük el (Yu és mtsai, 2006). A klónkönyvtárak diverzitásának meghatározására Shannon-
Wiener-diverzitás indexet (H') számoltunk, amely a filotípusok számát és a hozzájuk tartozó 
klónszámot, valamint a klónok eloszlásának egyenletességét vette alapul. 
H' = - [Pi (ln Pi)]
, ahol Pi az i-edik filotípushoz tartozó klónok száma (a filotípusok relatív abundanciája).
6.5.3. Fajgazdagság-becslés 
A fajgazdagság becslésére ( chao1S ) Chao1 összefüggést alkalmaztunk, amely a 
klónkönyvtárakban kimutatott összes filotípusok számát, valamint az egy klónnal és két 
klónnal képviselt taxonok számát vette alapul, és extrapolációval becslést végzett a 
filotípusok várható értékére. 








, ahol obsS a klónkönyvtárakban megfigyelt filotípusok száma, 1n az egy klónnal képviselt 
filotípusok száma, 2n a két klónnal képviselt filotípusok száma. 
6.5.4. Fajtelít dési görbe 
Az egyes klónkönyvtárak fajgazdagság becslésének grafikus megjelenítéséhez a 
FastGroup II online calculator segítségével fajtelít dési görbéket szerkesztettünk. A 
fajtelít dési görbék lorgaritmikus lefutásúak és telít dési ponthoz (aszimptotához) 
közelítenek. A fajtelít dési görbe megmutatja, hogy egy klónkönyvtár mekkora mértékben 
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közelíti meg a matematikai becslés szerinti valódi fajgazdagságot, illetve a várható maximális 
filotípusok számát. Ezen kívül becslést ad arra a klónkönyvtár-méretre, amely pontosan 
reprezentálja a kutatott területet. 
6.6. Denaturáló gradiens gélelektroforézis 
A denaturáló gradiens gélelektroforézis (DGGE) módszerrel a közel azonos 
hosszúságú, de eltér  szekvenciájú DNS szakaszok választhatók szét egymástól (Muyzer és 
mtsai, 1993). Az elektroforézis során a gélben a lineárisan növekv  denaturáló (urea és 
formamid) gradiens adott koncentrációjánál a dupla szálú DNS részlegesen denaturálódik, így 
a gélben vándorlása megsz nik. A DNS-fragmentumok olvadáspontját részben a 
szekvenciájuk, részben a guanin (G) + citozin (C) százalékos aránya határozza meg. A G+C 
arány (azaz a hármas hidrogén-kötések arányának) növekedésével az olvadáspont n , így 
amikor a DGGE során az alacsonyabb olvadáspontú szakaszok elérik a megfelel  denaturáló 
koncentrációt, szétválnak, míg a magasabb olvadáspontú DNS-szakaszok még tovább 
vándorolnak a gélben. A részlegesen denaturálódott DNS-szálak mobilitása egy adott „taxon 
specifikus” helyen sz nik meg a gélben. Az egyes elkülönül  elektroforetikus csíkok ezután 
DNS festési eljárással láthatóvá tehet k, és az adott minta DGGE mintázata diverzitás 
vizsgálatokra használható. A gélben az elektroforézis során az elkülönült csíkok általában 
egy-egy taxont képviselnek, ezért a gélb l az er s denzitású csíkok kivágásával azok 
bázissorrendje meghatározható. Ily módon a DGGE a közösségi mintázatok összehasonlítása 
mellett lehet séget ad a domináns közösségalkotók faji vagy magasabb szint  taxonómiai 
azonosítására is.  
A DGGE eljárás els  lépéseként a 2007-ben és 2008-ban vett mintákból a 6.3.1. alpont 
szerint teljes bakteriális genomi DNS-t izoláltunk. A genomi DNS-t a 6.3.2. alpont szerint 
agaróz gélelektroforézissel ellen riztük, majd ezt követ en a 6.3.3. alpontban leírtak szerint a 
bakteriális 16S rDNS szakaszt 27 forward és 1492 reverse primer párral felszaporítottuk. 
Mivel az ilyen hosszú (1400-1500 bp) szekvenciák nem alkalmasak a minták DGGE 
ujjlenyomatainak vizsgálatára, rövidebb szakaszokat hoztunk létre. Ennek érdekében a 16S 
rDNS PCR-termékek közbüls  szakaszát "GC-kapcsos" semi-nested PCR alkalmazásával 
dúsítottuk tovább. Ehhez GC 27 forward primert és egy közbüls , 519 reverse primert 
alkalmaztunk. A forward primer guaninban és citozinban gazdag szekvenciát tartalmazott. Ez 
a két nukleotid egymással er s, hármas hidrogén-kötést létesít, így még magas denaturáló 
koncentráció esetén is összetartja a két DNS szálat. Ennek következtében a két szál egyben 
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marad, és jól elkülönül  elektroforetikus csíkot ad a gélben, miután a denaturáló ágens 
hatására a DNS mobilitása megsz nik. 
6.6.1. GC-kapcsos semi-nested PCR 
200 μl-es PCR cs be az alábbi összetétel  elegyet mértük: 
• 5 μl 10 x Taq puffer (200 mM TRIS/HCl, 15 mM MgSO4, 100 mM KCl, Fermentas)  
• 4 μl MgCl2 (25 mM) 
• 10 μl dNTP (1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP, Fermentas) 
• 0,5 μl GC 27 forward primer  
(0,5 μg/ml, 5’-GC clamp-CAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, IDT) 
• 0,5 μl 519 reverse primer (0,5 μg/ml, 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’, IDT) 
• 28 μl steril dH2O  
• 1 μl Taq polimeráz (LC low concentration Taq, 1U/μl, Fermentas) 
• 1 μl templát DNS 
Az elegyet összeráztuk, majd röviden centrifugáltuk 3000 rpm-en. Az alábbi h profil 
beállításával elindítottuk a reakciót: 
GC-kapcsos semi-nested PCR 
1. Kezdeti denaturáció 96°C 3 perc
2. Denaturáció 94°C 30 mp
3. Anelláció 52°C 30 mp
4. Extenzió 72°C 30 mp
5. PCR ciklus (2-4. lépések) 32 x
6. Végs  extenzió 72°C 10 perc
7. H tés 4°C
A PCR termékeket a 6.3.2. alpontnál leírtak szerint VIII-as markerrel ellen riztük.  
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6.6.2. A poliakrilamid gél készítése DGGE-hez 
A kapott kb. 490 bázispár hosszúságú nested PCR termékek szétválasztása 
poliakrilamid gélben 40%-60% denaturáló koncentrációk között történt az alábbiak szerint: 
Poliakrilamid gél készítése: 
Négy törzsoldatot készítettünk, melyek megfelel  arányú keveréséb l 8%-os 40-60% 
denaturáló gardiens  poliakrilamid gélt állítottunk el . A DGGE törzsoldatok összeállítására 
vonatkozó adatokat a 2. táblázat tartalmazza. 
Felhasznált reagensek: 
• 40%-os poliakrilamid oldat (akrilamid - biszakrilamid: 37,5 - 1, (Bio-Rad, USA) 
• 50 x TAE puffer (2 M Tris, 1M ecetsav, 0,5 M EDTA, pH 8 (Bio-Rad) 
• Urea (Bio-Rad) 
• Formamid (Bio-Rad) 
• TEMED (Bio-Rad) 
• 10%-os ammónium-perszulfát oldat (APS) (Bio-Rad) 
• dH2O 
• Gél tölt puffer (70%-os gilcerin, 0,05%-os brómfenolkék, 0,05%-os xilén-cianol, Bio-
Rad) 
2. táblázat DGGE törzsoldatok összeállítása 
Törzsoldatok 














15 ml 15 ml 25 ml 25 ml 
50 x TAE puffer 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 
Urea - 42 g - 42 g 
Formamid - 40 ml - 40 ml 









A törzsoldatok elkészítése után a gradiens gél öntése a két különböz  (40%-os és 
60% -os) denaturáló koncentrációjú oldatból gradiens pumpa segítségével Ingeny PhorU 
(Ingeny, Hollandia) vertikális gélönt  rendszerben történt.  
A 40%-os illetve 60%-os oldatok elkészítésének módját a 3. táblázat tartalmazza.  
3. táblázat A 8%-os PAA és 40-60%-os vertikális koncentráció gradiens  oldat összeállítása 








0%-os denaturáló konc. 
6,5 ml 4,3 ml 3 ml 
6%-os PAA 
100%-os denaturáló konc. 
4,3 ml 6,5 ml - 
10%-os PAA 
0%-os denaturáló konc. 
6,5 ml 4,3 ml 3 ml 
10%-os PAA 
100%-os denaturáló konc. 
4,3 ml 6,5 ml - 
polimerizáló TEMED 18 μl 18 μl 6 μl 
polimerizáló APS 90 μl 90 μl 27 μl 
6.6.3. A PCR termékek futtatása poliakrilamid gélben 
A polimerizációt megindító APS-t közvetlenül a gélöntés el tt adtuk az oldatokhoz.  
A gél öntését követ en a gél tetejére körülbelül 6 ml tölt gélt rétegeztünk, amely denaturáló 
szert nem tartalmazott, ezzel segítve a PCR termékek egyenletes bejutását minden zsebb l a 
poliakrilamid gél teljes szélességébe. Ezt követ en a PCR termékekhez 9 μl tölt puffert 
(6 x loading dye, Fermentas) pipettáztunk, majd a mintákat 50 μl -es Hamilton fecskend vel a 
gél-zsebekbe töltöttük.  
A denaturáló gradiens gélelektroforézis 1 x TAE pufferben 60°C-h mérsékleten 
történt, melynek els  szakasza 200 V feszültségen 5 percig zajlott, mialatt a minták a 
zsebekb l bejutottak a poliakrilamid gélbe. Ezután a gélben a teljes futtatást 120 V-on 
végeztük 15 órán keresztül. 
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6.6.4. A DGGE csíkok festése és dokumentálása 
Az elektroforézist követ en a poliakrilamid gélt 20 percig etídium-bromidban 
festettük, majd kétszer 15 percig mostuk 0,5 x TAE pufferben. Az elektroforézis során 
elválasztott PCR-termékek a DGGE gélben UV fény alatt sávmintázatként jelentek meg.  
A gélképekr l digitális fotót készítettünk, majd a gélképet a TotalLab (TL 120) v2006 
szoftverrel értékeltük ki. 
6.6.5. A DGGE csíkok kivágása, és az elválasztott 16S rDNS szakaszok szekvencia- 
analízise 
A gélb l UV fény alatt kiválogattuk, és steril szikével kivágtuk a jól elkülönül  és 
nagy intenzitású csíkokat. Az egyes gél-darabkákat külön Eppendorf-csövekbe gy jtöttük, 
majd 30-30 l steril dH2O hozzáadása után 4°C-on inkubáltuk másnap reggelig. Ezt követ en 
az Eppendorf-csöveket kécs rázóval összeráztuk, majd 4-5 másodpercig centrifugáltuk 
3000 rpm-en. A felülúszót átpipettáztuk egy-egy új Eppendorf cs be, majd 16S PCR-t 
állítottunk össze: 
6.6.6. A 16S rDNS szakaszok felszaporítása PCR-rel 
A kivágott DGGE csíkokból a nested PCR-termékeket teljes szekvencia hosszukban (a 
27-es és 519-es nukleotidok pozíciója között) felszaporítottuk. 
Mintánként és reakciónként 48 μl premix oldatot és 3 μl templátot mértünk össze 
200 μl-es PCR csövekbe az alábbiak szerint: 
• 5 μl 10 X Taq puffer (200 mM TRIS/HCl, 15 mM MgSO4, 100 mM KCl, Fermentas)  
• 4 μl MgCl2 (25 mM) 
• 10 μl dNTP (1 mM dATP, 1 mM dTTP, 1 mM dGTP, 1 mM dCTP, Fermentas) 
• 0,5 μl 27 forward primer (0,5 μg/ml, 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’, IDT) 
• 0,5 μl 519 reverse primer (0,5μg/ml, 5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’, IDT) 
• 27 μl steril dH2O  
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Az összemért premixeket enyhén homogenizáltuk, majd hozzáadtunk 1-1 μl templát 
DNS-t. Az elegyet összeráztuk, majd 4-5 másodpercig centrifugáltuk 3000 rpm-en.  
A mintákat Whatman Biometra Tpersonal PCR készülékbe helyeztük, majd az alábbi 
PCR h profil beállításával elindítottuk a reakciót: 
16S PCR 
1. Kezdeti denaturáció 95°C 3 perc
2. Denaturáció 94°C 30 mp
3. Anelláció 52°C 30 mp
4. Extenzió 72°C 30 mp
5. PCR ciklus (2-4. lépések) 25 x
6. Végs  extenzió 72°C 10 perc
7. H tés 4°C
A PCR termékeket a 6.3.2. alpontnál leírtak szerint VIII-as markerrel ellen riztük.  
6.6.7. A PCR termékek tisztítása 
A PCR-termékek tisztításához PCR Quick-spin purification-kitet (Intron 
Biotechnology Inc.) használtunk: 
• 2 ml-es gy jt cs be filtert helyeztünk, majd 500 l Binging puffert és 50 l PCR-
terméket töltöttünk rá. 11000 rpm-en 1 percig centrifugáltuk. 
• A sz rletet elöntöttük, majd 700 l Washing puffert töltöttünk a filterre. 11000 rpm-en 
1 percig centrifugáltuk. 
• A sz rletet elöntöttük, majd a csöveket ismét centrifugáltuk 11000 rpm-en 3 percig. 
• A filtereket új, 1,6 ml-es centrifugacsövekbe helyeztük, majd 50-50 l Elution puffert 
töltöttünk a filterek közepére. Inkubáltuk 1 percig szobah mérsékleten, majd 
centrifugáltuk 11000 rpm-en 1 percig. 
• A filtert kidobtuk, az 50 l tisztított PCR-termék a cs  alján gy lt össze. 
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6.6.8. Szekvenáló reakció
Az alábbi szekvenáló reakciót állítottuk össze a PCR-termékekre: 
• 1,5 μl 5 X hígító puffer (Applied Biosystems) 
• 1 μl Big Dye Terminator Ready Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 
• 4 μl dH20 
• 0,5 μl 27 forward primer (0,5 μg/ml, 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’, IDT) 
• 3 μl templát DNS 
Az alábbi h profil beállításával elindítottuk a reakciót: 
 Szekvenáló reakció 
1. Denaturáció 96°C 10 mp
2. Anelláció 50°C 5 mp
3. Extenzió 60°C 4 perc
4. PCR ciklus (1-3. lépések) 28 x
5. H tés 4°C
A szekvenáló reakció-termékek etanolos tisztítása érdekében a 6.4.11. alpont szerint 
jártunk el. A szekvenciák futtatását és elemzését a 6.4.12. illetve 6.4.13. alpontok alapján 
végeztük. 
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7. Eredmények és értékelésük 
7.1. A termel kutakból gy jtött vízminták fizikai-kémiai vizsgálatának eredményei 
A mért fizikai-kémiai paraméterek felhasználásával (Függelék 3. táblázat) 
f komponens analízist végeztünk annak érdekében, hogy a mintázott kutak vizére jellemz
változókat összehasonlíthassuk. A f komponens elemzéshez a PAST (Paleontological 
Statistics V.2.08) szoftvert használtuk (Hammer és mtsai, 2001), és azokat a változókat 
(fizikai-kémiai paramétereket) vettük számításba, amelyek szignifikánsan korreláltak 
egymással. Az ordinációs diagramon látható, hogy a mintázott kutak az els  f komponens 
mentén (melyet többek között a vízh mérséklet, szulfid-és alkálifém tartalom, valamint a 
vízkor határozott meg) jól elkülönültek egymástól (8. ábra).  
8. ábra A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak ordinációja  
a vízmintákban mért fizikai-kémiai adatok alapján 
A két f komponens a minták összvarianciájának mintegy 92,3%-át magyarázza. Ezen 
eredményekb l megállapítható, hogy a fizikai-kémiai jellemz ik alapján legjobban a 
Büdöstapolca I-es és II-es kutak hasonlítottak egymásra. A büdöstapolcai termel kutak 
jellemz en langyosviz ek (18,3-23,2°C) voltak, a kifolyó vizeket viszonylag magas kálcium 













(86-106 mg l-1)- és alacsony szulfid-koncentráció (1,7-6,7 mg l-1), valamint egymáshoz képest 
alacsony vízkor (560-4900 év) jellemezte. A leginkább elkülönül  Termál-VI-os kút kifolyó 
vizére ezzel ellentétben magas h mérséklet (61,8°C), viszonylag nagy nátrium (190 mg l-1)- 
és szulfid-tartalom (11,1 mg l-1), valamint magas vízkor (32000 év) volt jellemz . A Matty-
kút kifolyó vizének fizikai-kémiai profilja mind a büdöstapolcai kutaktól, mind a termálkúttól 
különbözött. A vizsgált paraméterek alapján egyszerre tükröz dött benne a felszín fel l 
leáramló hidegkarszt és a mélységi termálkarszt eredet. A kút kifolyó vízh mérséklete 
(26,4°C), szulfid-tartalma (5,7 mg l-1) és a vízkora (26500 év) a büdöstapolcai és a termálkút 
mért értékei között helyezkedtek el (Függelék 3. táblázat).  
A büdöstapolcai kutak földrajzi közelsége ellenére a siklósi karsztvíztározóban a 
villányi hidegkarszt és mélységi termálkarszt között már kismérték  keveredés jöhetett létre, 
hiszen a Büdöstapolca II-es kút vízprofilján a mélységi vizek jellemz i jobban megjelentek, 
mint a Büdöstapolca I-es kút esetében. Ez a különböz ség a két büdöstapolcai kút kifolyó vize 
között els sorban az eltér  vízh mérsékletben, szulfid- és alkálifém-tartalomban, valamint a 
vízkorban nyilvánult meg. A büdöstapolcai kutaktól távolabb, a harkányi karsztrögbe 
csövezett Termál-VI-os kút vízprofilja mélységi fedett karszt eredetre utalt, míg a Matty kút 
vize er sen kevert genetikájú volt.  
Összességében elmondható, hogy a kutatásba bevont termel kutak kifolyó vizében a 
legjelent sebb eltérés a vízh mérsékletben, illetve a szulfid-koncentrációban mutatkozott, és 
ez a két változó egyenes összefüggést mutatott, hiszen a magasabb h méréséklet általában 
magasabb szulfid-koncentrációval társult. Ugyanakkor fontos megemlítenünk, hogy a 
termel kutak kifolyó vizéb l oldott oxigén-tartalmat nem tudtunk kimutatni (<0,1 mg l-1), ami 
a kutak és közvetve a karsztvíztározók anoxikus jellegére utal.  
7.2. A mikroszkópos vizsgálatok eredményei 
A centrifugálással tömörített BTK, BT2 és mattyi vízmintákban mind a fáziskontraszt-
mikroszkópos, mind a pásztázó-elektronmikroszkópos vizsgálatok során Thiothrix-szer
fonalas baktériumokat és azok sejtaggregátumait figyeltük meg. Rövidebb (50-100 m 
hosszú) és hosszabb (400-500 m hosszú) színtelen filamentumokat különböztettünk meg, 
melyekben a fáziskontraszt mikroszkóp segítségével a sejteket elválasztó válaszfalakat, illetve 
a fonalaktól eltér  fénytörés  granulumok felhalmozódását észleltünk (9. ábra). Ezek a 
granulumok feltehet en elemi kénszemcsék, melyek a biológiai szulfidoxidáció 
köztitermékeiként halmozódtak fel. A sejtfonalak nem ágaztak el, egyenesek vagy enyhén 
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hajlottak voltak, hurkot nem képeztek, és kötegekbe sem rendez dtek. Alapi részüknél egy 
ponton rögzültek, amit l jellegzetes f csomó-szer  elrendez dést mutattak. Az alapi rögzülés 
minden esetben szilárd felületre, általában valamilyen ásványi szemcsére (mangán-oxid vagy 
vas-hidroxid) történt. Egyes filamentumok a csúcsi végeken elvékonyodtak, ahol némely 
esetben gonídium-szer  szaporító képletek voltak megfigyelhet k. A sejtfonalak átlátszó 
baktériumhüvelyt képeztek. Csúszó mozgást és egyéb, hely- vagy helyzetváltoztató mozgást 
egyik esetben sem észleltünk.  
A fonalak felületére és a fonalak közé különböz  morfológiájú ásványi szemcsék, 
illetve baktériumok rögzültek. Ezek a bakteriális csoportosulások leginkább a rozetták alapi 
részénél voltak megfigyelhet k, ahová feltehet en kezdetben ásványi szemcsék rakódtak, 
majd fokozatosan szabadon úszó és lebeg  baktériumok halmozódtak fel, és kolonizálódtak 
(10. ábra).  
Vizes környezetekben szilárd felületre való tapadás igen gyakori életstratégia, amely 
megtalálható a legkülönfélébb természetes vagy mesterséges ökoszisztémákban (pl. 
folyókban, patakokban, tengerparti hullámzónáknál, vízhálózatokban). A felületre tapadó 
baktériumok alapi részüknél letapadó sejtfonalakat, fonalak alkotta rozettákat, biofilmet 
képezve fordulhatnak el  (Schlegel és Jannasch, 2006), ahogyan az Thiothrix-fonalas telepek 
esetén megfigyelhet  volt. Ez alapján feltételezzük, hogy a Thiothrix kénbaktériumok a 
karsztvíztározók k zetfelületeire vagy a termel kutak bels  felületére tapadva fordulnak el . 
9. ábra A Büdöstapolca II-es kútból származó vízmintában el forduló baktériumokról készült 
fénymikroszkópos felvételek 
(A: Thiothrix-fonaltelep 200-szoros nagyítású fáziskontraszt mikroszkópos képe;  
B: Thiothrix-sejtfonal és intracelluláris kéngranulumok 600-szoros nagyítású fénymikroszkópos képe.  
A nyíl a sejten belüli kénfelhalmozódást jelöli) 
A B
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A fonalas baktériumok mellett a langyos viz  termel kutakból származó mintákban – 
a redukált kén egy igen jellegzetes megjelenési formáját – az 5-15 μm átmér j  gömbszer
pirit-framboidokat figyeltük meg, melyek rendszerint anoxikus, redukált kén- és vastartalmú 
közegben alakulnak ki (11. ábra). Framboid szemcséket változatos környezetekb l, karsztos 
barlangi vizek anoxikus üledékrétegéb l és vízfelszíni biofilmjéb l, vulkanikus területekr l, 
tengeri üledékb l és sós tavak üledékéb l is kimutattak (de Koff és mtsai, 2008; Popa és 
mtsai, 2004; Sweeney és Kaplan, 1973). A szabályos oktaéder kristályszerkezet  pirit-
ásványok jellemz en gömbszimmetrikus formába csoportosulnak, amelyben az egyes ásvány-
szemcséket feltehet en a szemcsék közötti ragasztófunkcióval rendelkez  szerves anyagok, 
valamint mágneses vonzer  tartja össze. 
10. ábra A Matty-kút vizéb l származó Thiothrix-szer  fonalak rögzülése ásványi szemcsés-mikrobiális 
konglomerátumra  
(A: 400-szoros nagyítású fáziskontraszt-mikroszkópos fotó;  
B: 2000-szeres nagyítású pásztázó elektronmikroszkópos fotó; Makk J. felvétele) 
A framboidok közvetett és közvetlen kialakulásában a szulfátredukáló és vasredukáló 
baktériumok szintén szerepet játszhatnak azáltal, hogy a szulfátredukálók az oldott szulfátot 
elektronakceptorként felhasználva szulfiddá redukálják. A szulfid a redukált vassal egyesül, 
majd bakteriális aktivitás következtében a vas-szulfid elemi kénnel asszociál (Beveridge és 
mtsai, 1983), így biogén úton pirit-kristályok keletkeznek, amelyek anoxikus körülmények 
között framboid szemcsékké tömörülnek: (H2S + Fe2+  FeS + H2; FeS + S0  FeS2). 
Popa és mtsai (2004) kimutatták, hogy vízen lebeg  vagy felületi biofilmben a pirit-
framboidok mennyisége szignifikánsan nagyobb volt, mint a baktérium-mentes mintákban, 




11. ábra A Büdöstapolca II-es termel kút vizéb l származó pirit-framboidokról készült  
pásztázó elektronmikroszkópos felvételek  
(A: 4000-szeres és B: 6000-szeres nagyítású fotókon jól láthatók a gömbszimmetrikus framboid aggregátumokat 
felépít  oktaéder kristályszerkezet  piritszemcsék, Makk J. felvételei) 
Mivel elektronmikroszkópos vizsgálatokat a termálkút mintákból nem végeztünk, így 
nem tudtuk megállapítani, hogy a langyos viz  kutak mintáiban megfigyelt framboidok 
mélységi abiotikus eredet ek-e, vagy a hidegkarszttal kevert víztározókban kén- és 
szulfátredukáló baktériumokban gazdag környezetben biogén úton alakultak-e ki. 
7.3. A klónkönyvtárak feldolgozásának eredményei 
A 2006. évi vizsgálatok során a Büdöstapolca I-es (BT1)- és a Büdöstapolca II-es 
(BT2) termel kutakból származó minták elegyítésével létrehozott kompozit mintával (BTK) 
dolgoztunk. Ezt követ en a büdöstapolcai kutakból 2007 áprilisában gy jtöttünk mintákat, és 
azokat már külön vizsgáltuk. A Matty-kútból 2008 áprilisában, végül a Termál-VI-os (T6) 
termel kútból 2008 novemberében gy jtöttünk mintát molekuláris klónozás céljára. Az 
ARDRA mintázatonként csoportosított klónok reprezentánsait szekvenálás során 
azonosítottuk, majd a reprezentánsok filogenetikai rokonságát a Neighbor-joining módszerrel 
készített dendrogramokon (12-16. ábra) ábrázoltuk. 
Az öt klónkönyvtárból összesen 202 klónt csoportosítottunk hasítási mintázatuk 
alapján, melynek eredményeképpen 72 különböz  ARDRA-csoportot kaptunk. A klónok 
86%-a obligát vagy fakultatív kén-, illetve szulfidoxidáló, illetve szulfát/tioszulfátredukáló 
proteobaktériumokkal mutatott legnagyobb (94-99%-os) szekvencia hasonlóságot. Emellett a 
klónok 3%-a a Proteobacteria törzst l távoli anaerob kén-, illetve szulfidoxidáló Aquificae, 
Chlorobi, és Chloroflexi törzsek tagjaival álltak (96-98%-os szekvencia egyezéssel) 
filogenetikai rokonságban. Ezen felül a baktériumközösségeket egyéb mezofil és termofil 
A B 
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heterotróf baktériumok képvisel i alkották. A klónkönyvtárak elemzése során csupán 
egyetlen, a T6 mintából származó klónt sikerült a Gram-pozitív baktériumok (Firmicutes) 
köréb l kimutatnunk.  
A Gram-pozitív mikroorganizmusok hiányát, vagy csekély mérték  közösségalkotó 
szerepét számos tanulmányban megfigyelték, amelyekben a harkányi kutatási területhez 
hasonló geológiai környezetb l tenyésztést l független módszerekkel tártak fel 
baktériumközösségeket. Engel és mtsai (2004), illetve Macalady és mtsai (2006) korábban 
említett tanulmányukban, egymástól földrajzilag távoli karsztosodott területek kénes vizeib l 
származó baktériumközösségeket molekuláris klónozással vizsgáltak, és közösségekalkotó 
Gram-pozitív taxonokat nem tudtak kimutatni. Elshahed és mtsai (2003) egy oklahomai 
szulfidos artézi kútból származó biofilm baktériumközösségében a Proteobacteria törzsbe 
tartozó kénbaktérium, Chloroflexi, illetve Cianobacteria dominanciát fedeztek fel. Gram-
pozitív közösségalkotókat (Firmicutes, Actinobacteria) csupán 5%-alatti mennyiségben 
találtak. Ugyanakkor Borsodi és mtsai (2012) a Budai Termálkarszthoz tartozó "MJB" 
mintában a kénbaktériumok mellett nagy arányban (40%) Firmicutes-közösségalkotókat 
találtak, az "RTB" mintákban a Firmicutes képvisel k száma azonban elenyész  volt. 
Mivel a Gram-pozitív és Gram-negatív baktériumok sejtfal-struktúrája eltér , ezért az 
alkalmazott DNS feltárási protokollokra preferenciális torzító hatások érvényesülését már 
korábbi kutatásokban is kimutatták (von Wintzingerode és mtsai, 1997, Frostegård és mtsai, 
1999). Ennek következtében el fordulhat, hogy a különböz  tenyésztést l független, illetve 
tenyésztésen alapuló módszerek egyes baktériumcsoportokat eltér  arányban mutatnak ki egy 
adott mintában. Környezeti mintákból származó bakteriális közösségek molekuláris 
klónozással történ  vizsgálatakor számolnunk kell továbbá a PCR-t kedvez tlenül befolyásoló 
tényez kkel is, melyek végül szintén közösség-torzító hatást válthatnak ki. Sipos és mtsai 
(2007) tanulmányukban kifejtik, hogy a preferenciális amplifikáció problematikája többek 
között a kedvez tlen annelációs h mérséklet megválasztására vezethet k vissza. Ennek 
megfelel en univerzális bakteriális primerek alkalmazása során a PCR optimalizálásával 
(alacsonyabb annelációs h mérséklet megválasztásával, valamint a PCR-ciklusok számának 
mérséklésével) a preferenciális amplifikáció mértéke nagyban csökkenthet . A környezeti 
minták közösségi DNS-eib l kiinduló klónozásos technikák közösség-torzító hatásaival 
kapcsolatban Palatinszky és mtsai (2011) kimutatták, hogy a különböz  klónozó kitek 
alkalmazása során preferenciális ligálás léphet fel, amelynek okai a vektorok eltér
inszerthossz-szelektivitásában rejlenek. Ezen torzítás mértékét a ligáló reakció idejének és 
h mérsékletének helyes megválasztása csökkentheti. Az általunk tapasztalt jelenség tehát a 
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preferenciális DNS feltáródás, ligálás vagy amplifikáció torzító hatásának eredményére is 
visszavezethet . 
Az alábbiakban az egyes klónkönyvtárak összetételét részletesen elemeztük, a 
közösségalkotókat magasabb taxonómiai szinteken (törzs, osztály) csoportosítottuk, és az 
egyes taxoncsoportokat a Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology rendszere szerint 
állítottuk sorrendbe (Noel és mtsai, 2010).
7.3.1. A BTK-klónkönyvtár elemzése 
A 2006 novemberéb l a büdöstapolcai termel kutakból származó kompozitminta 
(BTK) 76 klónszekvenciából állt, melyek 9 különböz  filotípust képviseltek. A BTK egyben a 
legnépesebb klónkönyvtár volt (Függelék 4. táblázat), melynek közösségét legnagyobb 
arányban a Gamma-és Epsilonproteobacteria osztályba tartozó szulfid-, illetve kénoxidáló 
kemolitotrófok képvisel i, valamint szulfátredukáló deltaproteobaktériumokkal "SRB" rokon 
klónok alkották. Emellett egyéb, kénredukáló deltaproteobaktériumokkal rokon- és 
kemolitotróf kénoxidáló bétaproteobaktéiumokkal rokon szekvenciákat is azonosítottunk 
kisebb arányban. Az öt klónkönyvtár közül a BTK volt az egyetlen, amelyet kizárólag a 
Proteobacteria törzsbe tartozó kénbaktériumokkal rokon szekvenciák alkottak. A 
Proteobacteria a Bacteria doménen belül fejl déstanilag az egyik legújabb, ugyanakkor a 
legtöbb ismert nemzetséget és fajt magába foglaló baktériumtörzs (4. ábra).  
Phylum XII Proteobacteria / Class II Betaproteobacteria 
A Betaproteobacteria osztályból a BTK19 egy szennyvíz bioreaktorból kimutatott 
környezeti klónnal mutatott legnagyobb mérték  (95%-os) szekvencia hasonlóságot (Niu és 
mtsai, 2006), és a Thiobacillus-kládba ágazott (12. ábra). A kládon belül a reprezentáns pedig 
a fakultatív anaerob, kén- és tioszulfát-oxidáló mezofil Sulfuritalea hydrogenivorans újonnan 
leírt baktériummal állt legközelebbi rokonságban, amelyet el ször Kojima és Fukui (2011) 
izolálták egy japán édesvízi tó üledékb l. A Thiobacillus nemzetség változatos anyagcserét 
folytató kemolitotróf kénoxidáló baktériumok csoportjából áll, állandó közösségalkotói kén-
tartalmú édesvízi, tengervízi vagy felszín alatti él helyeknek (Kelly és Wood, 2000).  
Phylum XII Proteobacteria / Class III Gammaproteobacteria 
A Gammaproteobacteria osztályba tartozó klónszekvenciákat faji szinten sikerült 
azonosítani, melyek a Thiothrix caldifontis és Thiothrix unzii fajokkal, valamint a szulfid- és 
kénoxidáló Thiovirga sulfuroxydans fajjal áltak legközelebbi rokonságban. A BTK62 és 
BTK80 jelzés  klón a Thiothrix caldifontis fajjal mutatott 97%-os szekvencia-egyezést,  
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12. ábra A Harkányi Gyógyfürd höz tartozó Büdöstapolca I-es és II-es termel kutak vizéb l származó 
kompozitminta molekuláris klónjainak Neighbor-joining módszerrel készült filogenetikai dendrogramja  
(Méretarány: 5% nukleotid különbség; Az ágakra írt számok a bootstrap analízist követ en az elágazások 
százalékos valószín ségét jelzik. Az 50%- nál kisebb valószín ség  elágazásokat nem tüntettük fel.) 
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melyet több észak-kaukázusi szulfidos forrás biofilm-bevonatából izoláltak (Chernousova és 
mtsai, 2009). A Thiothrix unzii fajt (Howarth és mtsai, 1999) pedig a BTK43 klón képviselte 
99%-os szekvencia hasonlósággal. A Thiothrix nemzetség tagjai nagyméret , fonalas 
kénbaktériumok, melyek energianyeréshez elektrondonorként szulfidot hasznosítanak. A 
szulfid oxidációja során sejteiken belül elemi ként halmozhatnak fel (Howarth és mtsai, 1999; 
Moissl és mtsai, 2002). A Thiothrix kénbaktériumok széles körben elterjedt kemolito-
heterotróf mikroorganizmusok, melyek megtalálhatók kénes oligotróf forrásokban, 
karsztvíztározókban, hideg és hévforrások vizében, valamint szennyvíztelepek m tárgyaiban 
egyaránt (Brigmon és mtsai, 1995). A BTK, BT2 és a mattyi vízmintákból származó 
biomasszában a fénymikroszkópos vizsgálatok során Thiothrix-fonalakat és fonalak alkotta 
telepeket találtunk. A BTK29 a Thiovirga sulfuroxydans rokonsági körébe tartozott (97%), 
amelyet el ször 2004-ben izoláltak szennyvíztelepi biofilmr l (Ito és mtsai, 2005). Ez a 
baktérium kemolitotróf anyagcserét folytat, mikroaerofil környezetben képes a kén, valamint 
az oldott szulfid- és tioszulfát oxidációjára, miközben szulfátot képez. A fent említett 
színtelen kemolitotrófok így tehát feltehet en fontos képvisel i a büdöstapolcai víztározókban 
zajló biogén kén-ciklusnak. 
Phylum XII Proteobacteria / Class IV Deltaproteobacteria 
A BTK klónszekvenciák zöme (32 klón) a Deltaproteobacteria osztályba tartozott 
(Függelék 4. táblázat). A BTK15, BTK28 és BTK83 jel  klón reprezentánsok összesen 28 
klónt képviseltek, melyek a svájci Cadagno-tó vizéb l izolált Desulfocapsa sp. Cad626 
baktériummal álltak (96-97% szekvencia hasonlósággal) rokonságban (Peduzzi és mtsai, 
2003; Tonolla és mtsai, 2000), és a nemzetségen belül a legközelebbi (95-97%-os hasonlóság) 
ismert rokonuk a Desulfocapsa thiozymogenes (Janssen és mtsai, 1996) volt. A Desulfocapsa
nemzetség tagjai anaerob szulfátredukáló baktériumok, melyek energiatermel
folyamataikban hidrogént vagy szerves vegyületeket használnak elektrondonorként és oxidált 
kénvegyületeket (szulfátot és szulfitot) elektronakceptorként. A szulfát és szulfit redukciója 
során ezek a baktériumok szulfidot állítanak el  (Peduzzi és mtsai, 2003). A négy klónt 
képvisel  BTK123 az anaerob vas- és kénredukáló Geobacter thiogenes (Trichlorobacter 
thiogenes) baktériummal 97%-os szekvencia hasonlóságot mutatott, és elkülönült kládot 
alkotott a szulfátredukáló deltaproteobaktériumoktól. [A BTK123 reprezentáns a Geobacter
nemzetség többi tagjával, és más vasredukáló talajbaktériummal (Geovibrio) bizonytalan 
filogenetikai pozícióban állt, ezért ezeket a leszármazási kapcsolatokat a törzsfán nem 
ábrázoltuk.] A Geobacter thiogenes -t De Wever és mtsai (2000) izolálták egy talaj anaerob 
zónájából. A nemzetség tagjai elektrondonorként szerves vegyületeket (ecetsavat, aromás 
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szénvegyületeket, szerves bomlástermékeket) hasznosítanak, végs  elektron akceptoruk pedig 
a Fe3+ vagy az elemi kén (Lonergan és mtsai, 1996). Geobacter fajokat korábbi kutatások 
eredményeként különböz  tengeri, folyótorkolati, forrásvízi él helyek üledék-zónájából 
izoláltak, tehát feltehet en általános szerepl i az üledékekben, biofilmeken lezajló 
vastartalmú vegyületek redukciós folyamatainak (Coates és mtsai, 1996). Mivel a vas a 
természetben gyakori elem, a vasredukáló baktériumok (Geobacter, Geovibrio) gyakoriak 
talajokban, felszínalatti vizekben. A Geobacter fajok energia-termelésük során növelik a 
környezet redukált vas koncentrációját, ezáltal el segíthetik a biogén pirit képz dését.  
Phylum XII Proteobacteria / Class V Epsilonproteobacteria 
A BTK2 és BTK14 jelzés  klónok eddig még tenyésztésbe nem vont környezeti 
epszilonproteobaktérium klónokkal álltak legközelebbi (89%-os és 99%-os szekvencia 
hasonlóság, egyenként) rokonságban. A domináns BTK14 (25 klón képviseletében) a Lower 
Kane Cave karsztosodott barlangrendszer szulfidos vizeib l származó "LKC" környezeti 
epszilonproteobaktérium klónok (Porter és Engel, 2008) szekvenciáival mutatott legnagyobb 
(99%-os) hasonlóságot, és a Sulfurospirillum nemzetség tagjaival képezett egy kládot a 
törzsfán. A Sulfurospirillum-ok változatos anyagcseréj  baktériumok: a S. cavolei, S. 
halorespirans, S. multivorans, S. barnesii fajokat változatos környezetekb l izolált anaerob 
kénoxidálók (Kodama és mtsai, 2007; Luijten és mtsai, 2003; Scholz-Muramatsu és mtsai, 
1995; Stolz és mtsai, 1999), míg a S. arcachonense mikroaerofil heterotróf kénredukáló 
baktérium, melyet Finster és mtsai (1997) francia partvidéki óceánfenéki üledékb l izoláltak. 
A BTK2 klón legközelebbi rokona egy a polinéz szigetvilághoz tartozó Lau-szigeteki 
hidrotermális kürt b l származó környezeti klón volt. Ez a klóncsoport a törzsfán az "LKC" 
klónoktól és a Sulfurospirillum kládtól egyaránt távoli leágazást mutatott.  
A felszíni, felszín közeli édesvízi kénes területek mellett napjainkban egyre több új 
epszilonproteobaktériumot (pl. Sulfurimonas, Caminibacter, Nautilia, Alvinella) izolálnak 
nehezen megközelíthet  mélytengeri környezetekb l, üledékmintákból, mélytengeri 
hasadékok hidrotermális kürt ib l, illetve aljzaton él  alsóbbrend  állatokból is, melyek ott 
domináns közösségalkotó szerepet töltenek be (Inagaki és mtsai, 2003; Takai és mtsai, 2006). 
Annak ellenére, hogy az epszilonproteobaktériumok dominanciáját a közelmúlt kutatásaiban 
különböz  édesvízi és tenger-mélytengeri környezetb l is igazolták (Briée és mtsai, 2007; 
Engel és mtsai, 2004; Porter és Engel, 2008), az adatbázisokban fellelhet  szekvenciák nagy 
része ez idáig tenyésztésbe még nem vont környezeti klónokat tartalmaz. Így a büdöstapolcai 
kutak vizéb l származó epszilonproteobaktérium-klónszekvenciák legközelebbi ismert 
fajokkal való evolúciós távolsága a dendrogramon nagy volt. Az epszilon-
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proteobaktériumoknak fontos szerepük van a geológiai környezet formálásában is, hiszen 
kemolitotróf anyagcseréjük által közrem ködnek k zetek oldásában és a porózus felületek 
kialakításában egyaránt (Engel és mtsai, 2004).  
7.3.2. A BT1-klónkönyvtár elemzése 
A BT1 klónkönyvtárból származó 46 klón 10 filotípust képviselt, melyek egy klón 
kivételével a Proteobacteria törzs tagjai voltak (Függelék 5. táblázat). A legnagyobb számban 
(35 klón) képviselt Epsilonproteobacteria-klónok anaerob kénoxidáló kemolitotróf fajokkal 
mutattak (90-99%-os szekvencia hasonlósággal) rokoni kapcsolatot. Emellett a BT1 
közösségben viszonylag nagyobb arányban különböz  mikroaerofil, kénoxidáló kemolitotróf 
bétaproteobaktériumok képvisel i is el fordultak, ugyanakkor a kemolitotróf 
gammaproteobaktériumokkal és szulfátredukálókkal rokon szekvenciákat ebben a 
klónkönyvtárban nem tudtunk kimutatni. Csupán egy anaerob kénredukáló fajjal rokon klónt 
sikerült azonosítanunk, amely a kén-redukciós folyamatokban szerepet játszhat.  
Phylum XII Proteobacteria / Class I Alphaproteobacteria 
A BT1-4 közeli rokona (97%-os szekvencia hasonlósággal) a bíbor nem-
kénbaktériumok csoportjába tartozó Rhodobacter vinaykumaraii fajnak, melyet az Indiai-
óceán tengerparti övezetéb l izoláltak (Srinivas és mtsai, 2007). Jellemz en fotoheterotróf 
vagy kemoheterotróf módon él. Mivel a Rhodobacter nemzetség tagjai rendelkeznek a fény 
megkötésére fotoszintetikus pigmentekkel (bakterioklorofill-a, karotinoidok), így anoxikus 
környezetben szerves vegyületek hiányában fotoautotróf anyagcserére is képesek. 
Fotoautotrófia során hidrogént vagy kis mennyiségben szulfidot használnak elektron-
donorként. A nemzetségen belül a Rhodobacter vinaykumaraii az egyetlen faj, melyet 
tengervízb l izoláltak, míg a többi fajt édesvízi környezetb l írták le (Hansen és Imhoff, 
1985; Hiraishi és mtsai, 1995; Imhoff, és mtsai, 1984). A nemzetség korábbi jellemzése a 
Rhodobacter vinaykumaraii leírásával módosult, miszerint a Rhodobacter nemzetség legtöbb 
faja édesvízi baktérium, életm ködésükhöz só nem szükséges, azonban néhány faj sós, tengeri 
környezethez adaptálódott (Srinivas és mtsai, 2007). A BT1 klónkönyvtár feldolgozása során 
kapott filogenetikai dendrorgamon jól látható, hogy a bíbor nem-kénbaktérium kládba tartozó 
típusfajok olyan monofiletikus csoportot képeznek, amelyben a Rhodobacter fajok közös 
leszármazási vonala a Rhodovulum nemzetség felé mutat (13. ábra). Ez részben alátámasztja a 
Srinivas és mtsai, (2007) által leírtakat, azaz a Rhodobacter baktériumok sei tengeri fajok 
lehettek, melyek kés bb adaptálódtak az édesvízi környezethez. 
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Phylum XII Proteobacteria / Class II Betaproteobacteria 
A Betaproteobacteria osztályt 6 reprezentáns klón képviselte. Ezek közül a BT1-7 
jelzés t sikerült faj szinten azonosítani, amely a Limnobacter thiooxidans fajjal mutatott 
legnagyobb (98%-os) szekvencia hasonlóságot. Ezt a kemolito-heterotróf baktériumot egy 
édesvízi tó üledékének fels , mikroaerofil rétegéb l izolálták. A tioszulfátot használja 
elektrondonorként, így a tioszulfát oxidációjával és szulfát-képzéssel a biológiai 
kénkörforgalom részese (Spring és mtsai, 2001). A BT1-2 és BT1-10 jelzés  klónok a 
franciaországi Charca-Verde tavi "CV" mintából (Briée és mtsai, 2007) származó környezeti 
klónnal, a BT1-3 pedig egy mexikói karsztos víznyel  (El Zacatón) környezeti klónjával 
mutatta a legnagyobb (97%) szekvencia hasonlóságot. Ezek a bétaproteobaktérium klónok a 
Sulfuritalea nemzetség ez idáig egyetlen ismert képvisel jével, a fakultatív anaerob kén- és 
tioszulfát-oxidáló Sulfuritalea hydrogenivorans fajjal (Kojima és Fukui, 2011) alkottak közös 
kládot. A BT1-14 klón egy Lower Kane Cave biofilm-mintából származó Thiobacillus 
klónnal (Engel és mtsai, 2004) mutatott legnagyobb (96%-os) szekvencia hasonlóságot, és 
legközelebbi ismert rokona a Thiobacillus aquaesulis kemolitotróf, kénoxidáló baktérium 
(McDonald és mtsai, 1996) volt. A BT1-5 klón egy eddig tenyésztésbe nem vont lápi 
üledékb l származó környezeti klónt képviselt (Weber és mtsai, 2006), amely a 
Dechloromonas hortensis fajjal mutatott távolabbi (95%-os szekvencia hasonlóság) 
rokonságot. Ez az édesvízi üledékekben él  anaerob vasredukáló baktérium – közvetlen 
környezetében a többi vasbaktériummal együtt – biomineralizációs tevékenységet folytat 
(Wolterink és mtsai, 2005).
Phylum XII Proteobacteria / Class III Gammaproteobacteria 
A Gammaproteobacteria osztályt a BT1-9 jelzés  klón képviselte, amely egy a 
Michigan-tavi bakterioplanktonból kimutatott Xanthomonadaceae környezeti klónnal mutatott 
legnagyobb (98%-os) szekvencia hasonlóságot (Müller-Spitz és mtsai, 2009). A BT1-9, mint 
a Gammaproteobacteria egyetlen képvisel je a Thiothrix-kládtól távoli leágazást mutatott, és 
a legközelebbi ismert rokonával, a Panacagrimonas perspica talajbaktériummal (Im és mtsai, 
2010) is csupán távoli (90%-os szekvencia hasonlóság) filogenetikai kapcsolatban állt.  
Phylum XII Proteobacteria / Class V Epsilonproteobacteria 
A domináns klóncsoport (35 klón) a kompozit könyvtár összetételéhez hasonlóan az 
Epsilonproteobacteria osztályba tartozott. Azonban ezek a klónok (BT1-1, BT1-6, BT1-8, 
BT1-11, BT1-12, BT1-13) a "CV" környezetb l származó epszilonproteobaktérium klónokkal 
mutattak (90-91%-os hasonlósági ráta) rokonságot (Briée és mtsai, 2007), és az anaerob 
kemolitotróf kénoxidáló Sulfurimonas nemzetség két tagjával, a Sulfurimonas paravinellae,  
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13. ábra A Harkányi Gyógyfürd höz tartozó Büdöstapolca I-es termel kút vizéb l származó molekuláris 
klónok Neighbor-joining módszerrel készült filogenetikai dendrogramja  
(Méretarány: 5% nukleotid különbség Az ágakra írt számok a bootstrap analízist követ en az elágazások 
százalékos valószín ségét jelzik. Az 50%- nál kisebb valószín ség  elágazásokat nem tüntettük fel.) 
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illetve a Sulfurimonas autotrophica fajokkal alkottak közös kládot. Az Sulfurimonas 
autotrophica aerob-mikroaerofil, szulfid-, kén- és tioszulfát-oxidáló kemolitotróf szervezet, 
melyet Inagaki és mtsai (2003) izoláltak egy 1500 m mélységében lév  mélytengeri 
hidrotermális hasadék üledékéb l. Az Sulfurimonas paravinellae fajt szintén tengeri 
hidrotermális környezetb l izolálták Japánban, mely a tengeri Paravinella kolóniák 
(soksertéj  férgek) endoszimbiontája (Takai és mtsai, 2006). További 3 klónt a BT1-15 
képviselt, amelyet a 99%-os szekvencia-hasonlóság alapján Sulfuricurvum kujiense-ként 
azonosítottunk. Ezt az anaerob, kemolitotróf, szulfid- és kénoxidáló baktériumot el ször 
Kodama és Watanabe (2003) írták le egy k olajtározóból, mely a Lower Cane Cave egyes 
környezeti klónjaival (Porter és Engel, 2008) közös kládot alkotott. A BT1 klónkönyvtár 
epszilonproteobaktérium klónjai azonban a BTK epszilonproteobaktérium klónokkal 
ellentétben a Sulfurispirillum kláddal csak távoli leszármazási kapcsolatban álltak.  
Phylum XX Acidobacteria 
A BT1-16 jelzés  klón legközelebbi rokona (97%-os szekvencia hasonlósággal) a 
Geothrix fermentans faj volt, mely a filogenetikai fában külön kládot alkotott. Az 
Acidobacteria törzsbe tartozó Geothrix nemzetség egyetlen eddig leírt képvisel jét Coates és 
mtsai (1999) izolálták szénhidrogén-tartalmú víztározókból. A Geothrix fermentans anaerob 
vasredukáló baktérium, különböz  szerves savakat, zsírsavakat képes oxidálni, miközben a 
Fe3+-at használja elektronakceptorként. A fajt számos anaerob üledékb l írták le, amely más 
vasredukáló baktériumokkal, f ként Geobacter fajokkal együtt szerves vegyületek 
oxidálásában és a Fe3+ redukciójában vesz részt (Lonergan és mtsai, 1996). A vasredukáló 
baktériumok (pl. Geobacter, Geothrix, Dechloromonas) és a szulfátredukáló baktériumok (pl. 
Desulfocapsa, Desulfopila) biomineralizációs kapcsolatára közvetve tudunk utalni, azáltal, 
hogy eredményeink szerint a szulfátredukálók a vasredukáló baktériumokkal a büdöstapolcai 
karsztban egy közösséget alkottak (bár a BT2 klónkönyvtárból vasredukálókat nem tudtunk 
kimutatni), és ugyanott az üledékmintákban framboid-szemcséket is meg tudtunk figyelni. A 
két baktériumcsoport együttes jelenléte tehát a biogén piritizációs folyamatokat igazolhatja, 
hiszen ezek a közösségek, anoxikus körülmények között biztosítják a framboid-képzés 
alapanyagaként szolgáló redukált ként és vasat. Mindemellett feltételezhet , hogy a vas- és 
szulfátredukálók szoros metabolikus kapcsolata a hasonló karakterisztikájú geokémiai 
környezetekben általános, hiszen ezen baktériumok együttes el fordulását Borsodi és mtsai 
(2012) a Budai Termál Karszt mintákból származó klónkönyvtárakból is igazolták. 
61
7.3.3. A BT2-klónkönyvtár elemzése 
A BT2 klónkönyvtár feldolgozása során csupán 14 reprezentatív klónt tudtunk 
bázissorrend elemzés során azonosítani, melyek 10 különböz  filotípust képviseltek, és egy 
kivétellel mind a Proteobacteria törzsbe tartoztak. A BT2 klónkönyvtár alacsony klónszáma 
miatt valódi dominanciaviszonyokat nem tudtunk megállapítani, azonban a klónkönyvtár 
taxonómiai összetétele nagymértékben hasonlított a BTK könyvtár összetételéhez. Az 
Epsilonproteobacteria képvisel i ugyanazon anaerob, kemolitotróf kénoxidálókkal álltak 
legközelebbi filogenetikai rokonságban, mint a BTK és BT1 közösségben talált 
epszilonproteobaktérium-klónok. A BT2 könyvtárban kimutatott szulfátredukáló 
deltaproteobaktériumokkal rokon klónok pedig a BTK klónkönyvtárban talált "SRB" 
klónokkal mutattak szekvencia-egyezést. Továbbá, a Beta- és Gammaproteobacteria törzsbe 
tartozó kemolitotróf szulfid- és kénoxidálókkal rokon BTK klónokkal megegyez
szekvenciákat a BT2 könyvtár is tartalmazott.  
Phylum VI Chloroflexi 
A BT1 klónkönyvtár mellett a BT2 klónkönyvtárból is sikerült színes fototróf 
baktériumok képvisel it kimutatnunk. Míg a Büdöstapolcai I-es kútból származó vízmintából 
bíbor nem-kénbaktériumok, addig a Büdöstapolca II-es kútból gy jtött vízmintából zöld nem-
kénbaktériumok jelenlétét igazoltuk a BT2-3 jelzés  klón képviseletében. Ez a reprezentáns 
egy mez gazdasági m velés alatt álló talaj mikrobaközösségéb l származó Chloroflexi 
környezeti klónnal (Hartmann és Widmer, 2006) állt legközelebbi (96%-os szekvencia 
hasonlóság) rokonságban, és a Bellinea caldifistulae fonalas zöld nem-kénbaktérium távoli 
(90%-os hasonlóság) képvisel je volt (14. ábra), melyet egy termofil, anaerob rothasztóból 
izoláltak (Yamada és mtsai, 2007). A Chloroflexi törzs tagjai jellemz en termofil, anaerob, 
mixotróf (fényben fotoheterotróf, sötétben kemoheterotróf) anyagcseréj  baktériumok. 
Fotoheterotróf életmód során hidrogént vagy szulfidot használnak elektrondonorként. A 
Chloroflexi baktériumok jelenléte a büdöstapolcai klónkönyvtárban nem meglep , hiszen a 
törzs tagjait rendkívül változatos él helyekr l (többek között talajból, tavak üledékéb l, 
szennyvíziszapokból, hévforrásokból) kimutatták (Hugenholtz és mtsai, 1998). Ezen felül, a 
Chloroflexi törzsbe tartozó zöld nem-kénbaktériumok jelenlétét több magyarországi termál 
karsztforrás (egerszalóki hévforrás, budai termálkarszt) baktériumközösségéb l is kimutatták, 
amelyekben a Chloroflexi képvisel i többek között si termofil baktériumokkal (Aquificae, 
Thermodesulfobacteria), illetve cianobaktériumokkal alkottak közösséget (Zenke, 2002; 
Borsodi és mtsai, 2012). 
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14. ábra A Harkányi Gyógyfürd höz tartozó Büdöstapolca II-es termel kút vizéb l származó molekuláris 
klónok Neighbor-joining módszerrel készült filogenetikai dendrogramja  
(Méretarány: 5% nukleotid különbség. Az ágakra írt számok a bootstrap analízist követ en az elágazások 
százalékos valószín ségét jelzik. Az 50%- nál kisebb valószín ség  elágazásokat nem tüntettük fel.) 
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Mivel ezek a fonalas baktériumok felülethez rögzült életmódot folytatnak, feltételezhet , 
hogy a zöld nem-kénbaktériumok a fonalas Thiothrix kénbaktériumokkal együtt a 
termel kutak bels  falán kialakult biofilm közösségek alkotói, mintsem a fedett karszt 
víztározójában él  szervezetek.  
Phylum XII Proteobacteria / Class II Betaproteobacteria 
Hasonlóan a BTK és BT1 könyvtárakhoz, a BT2-ben is kimutathatók voltak kis 
mennyiségben kénoxidáló bétaproteobaktériumokkal rokon klónok. A BT2-5 jelzés  klón a 
Thiobacillus kládba ágazott, és a Sulfuritalea hydrogenivorans fajjal (Kojima és Fukui, 2011) 
mutatott legközelebbi (97%-os) rokonságot. Így feltételezhet , hogy az 
epszilonproteobaktériumok mellett a Sulfuritalea hydrogenivorans mindhárom büdöstapolcai 
klónkönyvtár univerzálisan jelen lév  közösségalkotója. 
Phylum XII Proteobacteria / Class III Gammaproteobacteria 
A Gammaproteobacteria osztályt és azon belül a Thiothrix nemzetséget a BT2-4 
jelzés  klón képviselte, amely a Lower Kane Cave környezet biofilmjéb l származó 
klónokkal (Engel és mtsai, 2004) mutatott legnagyobb (98%-os) genetikai hasonlóságot. Ezen 
analógia alapján és a Thiothrix fajok életstratégiájának ismeretében feltételezzük, hogy a 
büdötapolcai kutak vízmintáiból kimutatott Thiothrix fonalas kénbaktériumok feltehet en 
biofilmalkotók, és biofilmet (más fonalas és egyéb baktériumokkal konzorciumot alkotva) a 
termel kutak cs vezetékeinek bels  felületén alakítanak ki. 
Phylum XII Proteobacteria / Class IV Deltaproteobacteria 
Míg a Büdöstapolca I-es termel kút mintából a szulfátredukáló 
deltaproteobaktériumok teljesen hiányoztak, addig a BT2 vízmintából származó 
klókönyvtárban számos képvisel jüket ki tudtuk mutatni: a BT2-7, BT2-12, BT2-1 
reprezentánsok (hasonlóan a BTK klónkönyvtár deltaproteobaktérium klónjaihoz) a svájci 
kénes Cadagno-tó vizéb l izolált anaerob szulfátredukáló Desulfocapsa sp. Cad626- jel
tenyészettel álltak legközelebbi (96-99%-os) rokonságban, amely bíbor kénbaktérium-
kolóniákkal (Lamprocystis) együtt bakteriális asszociációt képezett (Peduzzi és mtsai, 2003). 
Továbbá, a BT2-2 jelzés  klón szintén a svájci Cadagno-tó üledékéb l származó 
szulfátredukáló baktérium klónnal mutatott legközelebbi rokonságot, mely a Desulforhopalus
nemzetség tagjaival képezett közös kládot a törzsfán. A BT2-11 pedig egy tunéziai 
geotermális hévforrásból kimutatott Desulfopila-klónnal (Sayeh és mtsai, 2010) mutatott 
legnagyobb (96%-os) szekvencia hasonlóságot, melynek legközelebbi rokona a Desulfopila 
aestuarii baktérium volt (Suzuki és mtsai, 2007).  
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Phylum XII Proteobacteria / Class V Epsilonproteobacteria 
Az BT2 klónkönyvtárból származó epszilonproteobaktérium klónok (hasonlóan a BTK 
és BT1 közösségekb l kimutatott klónokkal) szintén a Charca Verde-tó, illetve a Lower Kane 
Cave karsztforrás környezeti klónjaival mutattak legközelebbi (95-99%) filogenetikai 
rokonságot, bár ez esetben a klónkönyvtár alacsony klónszáma miatt közösségi dominanciát 
nem tudtunk megállapítani. A BT2-8 és BT2-9 jelzés  klónok az "LKC" epszilon-klóncsoport 
tagjaival mutattak közeli (99%-os) rokonságot, melyek a Sulfurospirillum baktériumokkal 
alkottak közös kládot. A BT2-10 jelzés  klón szintén egy "LKC" epszilonproteobaktérium 
klónnal volt rokonságban, bár ezek a klónok filogenetikailag távolabb álltak az el bb említett 
"LKC" környezeti klónoktól, és a Sulfuricurvum kujiense kénoxidáló baktériummal is csupán 
távol-rokoni kapcsolatot mutattak (Kodama és Watanabe, 2003). Végül, a BT2-13 
reprezentáns klón egy "CV" epszilonproteobaktérium klónnal mutatott legnagyobb (95%-os) 
szekvencia hasonlóságot, melyek Sulfurimonas baktériumokkal álltak távol-rokoni 
viszonyban. 
7.3.4. A mattyi-klónkönyvtár elemzése 
A mattyi karsztvízbázis áramlástani szempontból kevert genetikájú, ami a 
baktériumközösség-összetételében is tükröz dött, hiszen a mattyi klónkönyvtár csak részben 
hasonlított a büdöstapolcai klónkönyvtárakhoz. A büdöstapolcai baktériumközösségekre 
jellemz  kemolitotróf Beta-, Gamma- és Epsilonproteobacteria képvisel i a mattyi 
klónkönyvtárban is megjelentek, ugyanakkor a Deltaproteobacteria és ezzel együtt a 
szulfátredukálók, valamint egyéb kénredukáló baktériumok képvisel i hiányoztak. 
Mindemellett az eddigi klónkönyvtárakkal ellentétben itt számos heterotróf talajbaktérium 
képvisel jét azonosítottunk (Függelék 7. táblázat). A 18 klón alkotta klónkönyvtár tagjai 13 
különböz  filogenetikai csoport között egyenletesen oszlottak el, emiatt valódi dominancia 
viszonyokat itt sem tudtunk megállapítani. 
Phylum XII Proteobacteria / Class I Alphaproteobacteria 
Az M2 és M16 jelzés  klónok az alfaproteobaktériumok osztályán belül egy új 
nemzetséget, a Sphingopyxis génuszt képviselték, melyet korábban a Sphingomonas
nemzetségt l választottak le (Takeuchi és mtsai, 2001). Az M2 jelzés  klón egy skandináviai 
tisztított ivóvízmintából izolált Sphingopyxis sp. aerob, heterotróf baktériummal állt 
legszorosabb (99%) filogenetikai rokonságban (Berg és mtsai, 2009), és legközelebbi ismert 
rokona egy természetes ásványvízb l izolált Sphingopyxis taejonensis heterotróf baktérium 
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volt (Lee és mtsai, 2001). Az M16 jelzés  klón pedig a Sphingopyxis chilensis-t (Godoy és 
mtsai, 2003) képviselte (15. ábra). Az M1 jelzés  klón a Phenylobacterium nemzetség 
képvisel i által alkotott kládba tartozott, és egy Caulobacteraceae környezeti klónnal mutatott 
legnagyobb (98%-os) szekvencia-egyezést (Davis és mtsai, 2005). A nemzetség tagjai 
tipikusan a kis szerves anyag tartalmú vizes közegeket kedvelik, és a sejtek rögzülésre 
alkalmas nyelet (ún. prostheca) képeznek, amivel az egyes sejtek egymással kolóniát vagy 
sejtfonalat alkotnak, és a kolóniák felszínhez rögzülnek (Abraham és mtsai, 2008; Schlegel és 
Jannasch, 2006). Aljzathoz rögzül  életmódjukat tekintve így feltételezhet , hogy a fonalas, 
Thiothrix baktériumokkal együtt a Phenylobacterium-ok szintén a kútcsövek bels  falain 
kialakult biofilmréteg közösségalkotói. Az M5 és a M14 jelzés  klónok egy szennyvíztelepi 
anaerob rothasztó mikrobaközösségéb l kimutatott ismeretlen klónnal mutattak legnagyobb 
szekvencia-hasonlóságot (Riviére és mtsai, 2009), és filogenetikailag az Ochrobactrum cytisi
heterotróf talajbaktériumhoz (Zurdo-Piñeiro és mtsai, 2007) álltak legközelebb. 
Phylum XII Proteobacteria / Class II Betaproteobacteria 
Az M13 klón a Thiobacillus kládba került a törzsfán, és az aerob, kemolitotróf szulfid- 
és tioszulfát-oxidáló Thiobacillus thioparus fajjal mutatott legnagyobb (99%-os) szekvencia-
hasonlóságot, melynek típustörzsét karsztos, kénes barlangi környezetb l (Movile-barlang) 
izolálták Délkelet-Romániában (Vlasceanu és mtsai, 1997). Az M12 reprezentáns klón a 
Thiobacillus kládtól távol, az Acidovorax talajbaktériumok kládjába illeszkedett, és 100%-os 
szekvencia egyezéssel a nitrát-redukáló Acidovorax defluvii fajt képviselte (Schulze és mtsai, 
1999).  
Phylum XII Proteobacteria / Class III Gammaproteobacteria 
A Gammaproteobacteria osztályba tartozó M15 jelzés  klón a Thiothrix kládba került, 
és a büdöstapolcai kompozitmintából is kimutatott szulfidoxidáló Thiothrix caldifontis fonalas 
baktériummal (Chernousova és mtsai, 2009) állt legközelebbi (99,7%-os) kapcsolatban. Az 
M3, M8, M6 klóncsoport tagjai eddig tenyésztésbe nem vont Lysobacter környezeti klónnal 
mutattak legközelebbi (98%-os szekvencia hasonlóság) rokonságot, melyet olajjal szennyezett 
talajból mutattak ki (Militon és mtsai, 2010), és az anaerob heterotróf Lysobacter brunescens-
hez álltak legközelebb (Christensen és Cook, 1978). A Lysobacter nemzetség tagjai 
(Xanthomonadaceae család) széles körben elterjedt mezofil, fakultatív anaerob, heterotróf 
szervezetek, melyek jellemz en talajban, talajvizes környezetben, szennyvíziszapban, 
valamint növénytermesztés során a táptalajok gyökérzónáiban fordulnak el  (Bae és mtsai, 
2005; Lee és mtsai, 2006; Park és mtsai, 2008; Weon és mtsai, 2006). Számos fajuk (például 
L. brunescens, L. gummosus, L. antibioticus, L. capsici, L. enzymogenes) a rizoszférában fejti  
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15. ábra A Harkányi Gyógyfürd höz tartozó Matty-termel kút vizéb l származó molekuláris klónok  
Neighbor-joining módszerrel készült filogenetikai dendrogramja 
(Méretarány: 5% nukleotid különbség. Az ágakra írt számok a bootstrap analízist követ en az elágazások 
százalékos valószín ségét jelzik. Az 50%- nál kisebb valószín ség  elágazásokat nem tüntettük fel.) 
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ki antimikrobiális hatását azáltal, hogy növénypatogén baktérium- és gombafajok elleni 
hatóanyagokat – lysoamidázt, kitinázt, zselatinázt, lipázt – termelnek. Így védik a növényt a 
kórokozókkal szemben (Christensen és Cook, 1978; Folman és mtsai, 2004; Park és mtsai, 
2008; Sullivan és mtsai, 2003). A Lysobacter nemzetség tagjainak, mint talajbaktériumoknak 
a mattyi termel kútban való megjelenése feltehet en a karsztvizek talajvizekkel való 
érintkezésével, talajszennyezésével magyarázható. Az M7 jelzés  klón a szintén a 
Xanthomonadaceae családba tartozó anaerob, mezofil, nitrit-redukáló, heterotróf 
Pseudoxanthomonas mexicana baktérium fajjal állt legközelebbi (99,3%-os) filogenetikai 
kapcsolatban, melynek típusfaját élelmiszeripari szennyvízb l izolálták (Thierry és mtsai, 
2004). A Pseudoxanthomonas nemzetség fajai szintén ubikvisták, mezofil vagy termofil 
nitrit-redukáló baktériumok, melyeket változatos él helyekr l, talajokból és hévforrásokból is 
izoláltak (Chen és mtsai, 2002; Thierry és mtsai, 2004).  
Phylum XII Proteobacteria / Class V Epsilonproteobacteria 
Az Epsilonproteobacteria osztályt csupán egyetlen klón, az M10 képviselte, amely egy 
szénhidrogén-bontó mikrobiális konzorciumból kimutatott Sulfurovum klónnal (Kleinsteuber 
és mtsai, 2008) mutatott legnagyobb (98%-os) szekvencia-hasonlóságot. A klón azonban 
távol-rokoni kapcsolatban állt a büdöstapolcai klónkönyvtárakban el forduló "LKC" 
epszilonproteobaktérium klónokkal (Porter és Engel, 2008), és ismert fajjal nem tudtunk 
rokoni kapcsolatot feltárni.  
Az Epsilonproteobacteria osztályon belül a 16S rDNS klónszekvencia-adatbázisok 
zömmel környezeti klónokat tartalmaznak. A taxonómiai viszonyítási pontként szolgáló 
anaerob kénoxidáló típusfajok hiánya (pl. Sulfurovum, Sulfuricurvum, Sulfurimonas) (Inagaki 
és mtsai, 2003; 2004; Kodama és Watanabe, 2003) és az egyre b vül  környezeti 
klónszekvencia-adatbázis következtében a klónkönyvtárainkban azonosított 
epszilonproteobaktérium klónok filogenetikai pozíciói bizonytalanok. A nemzetközi 
szakirodalomban gyakran hivatkozott környezeti klóncsoportok (pl. "LKC"-, "CV"-klónok) 
azonban biztos hivatkozási pontként szolgálhatnak a klónok taxonómiai azonosításában.  
Phylum XXI Bacteroidetes / Class III Sphingobacteria 
A Sphingobacteria osztályt két klón képviselte, melyek az osztályon belül távol-rokoni 
kapcsolatban álltak. Az M4 jelzés  klón egy növényi gyökérzónából származó Terrimonas
környezeti klón szekvenciájával mutatott 99%-os egyezést, és a Terrimonas lutea
talajbaktériummal (Xie és Yokota, 2006) alkotott kládot a törzsfán. Az M9 jelzés  klón pedig 
csupán két, egymástól távoli eredet  környezeti klónnal, egy izlandi geotermális környezetb l 
származó Sphingobacterium klónnal (Tobler és Benning, 2011), valamint egy csendes óceáni 
68
bakterioplankton mintából kimutatott Sphingobacteriales klónnal (Pham és mtsai, 2008) 
mutatott legnagyobb (92-96%) szekvencia hasonlóságot. Azonban a reprezentáns a 
Sphingobacterium nemzetség ismert, tenyésztett tagjainak parciális 16S rDNS szekvenciáihoz 
rosszul illeszkedett, így az M9 filogenetikai pozíciója bizonytalan. 
Végül az M11 klónt csupán egy talajmintából származó ismeretlen környezeti klón 
(Lesaulnier és mtsai, 2008) szekvenciájával tudtuk azonosítani.   
7.3.5. A T6-klónkönyvtár elemzése 
A négy termel kútból származó vízminta fizikai-kémiai profiljának összehasonlítása 
során a legnagyobb mérték  eltérést a termálkútból származó víz mutatta, különösképpen a 
vízh mérséklet, valamint a szulfid-koncentráció tekintetében (8. ábra). Ez a különböz ség a 
klónkönyvtárak összetételében is megmutatkozott, hiszen a T6 klónkönyvtárban az 
epszilonproteobaktériumok és szulfátredukálók, valamint a fonalas Thiothrix-ek képvisel i itt 
nem jelentek meg. Öszességében a legnagyobb mérték  eltérést a mattyi és a T6 klónkönyvtár 
között tapasztaltuk, hiszen a két könyvtárban csupán egyetlen közös taxont (Sulfuritalea) 
találtunk. Ez a környezet egyben jó modellje az si típusú, termális, reduktív, anoxikus 
élettereknek. Az si jelleg nemcsak a termálkút kifolyó vizének fizikai-kémiai 
paramétereiben, hanem részben a baktériumközösség összetételében is megmutatkozott. A T6 
klónkönyvtár elemzése során 48 klónt azonosítottunk, melyek 9 filotípust képviseltek 
(Függelék 8. táblázat). A legmeghatározóbb közösségalkotó csoportot (34 klón) egy anaerob 
kénoxidáló kemolitotróf fajjal kládot alkotó bétaproteobaktérium-klóncsoport képviselte, 
melyet a langyosviz  büdöstapolcai és mattyi mintákban is megtaláltunk. Emellett a szulfid- 
és kénoxidációs folyamatokban a Proteobacteria törzst l távoli leágazású si típusú anaerob 
kemolitotrófok (Aquificae) és anaerob fototrófok (Chlorobi) is részt vettek, amelyeket csupán 
a termálkútból származó klónkönyvtárból tudtunk kimutatni.  
Phylum I Aquificae / Class Aquificae 
A T6 klónkönyvtárba tartozó nem proteobaktérium-rokon klónok, kis létszámú 
csoportokat alkottak. A T23 jelzés  klón a Sulfurihydrogenibium subterraneum kénoxidáló 
baktériummal mutatott legnagyobb (98%-os) szekvencia-hasonlóságot (16. ábra), melyet egy 
japán bányaterületen lév  felszínalatti hévíztározóból izoláltak (Takai és mtsai, 2002). Az 
Aquificae osztály tagjai az extrém magas h mérséklet , anoxikus, kénes környezetet 
(felszínalatti hévízforrások, mélytengeri kürt k) kedvelik (Nakagawa és mtsai, 2003; 
Reysenbach és mtsai, 2009), melyek képvisel i az egerszalóki hévforrásban és a Budai  
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16. ábra A Harkányi Gyógyfürd  területén található Termál-VI-os termel kút vizéb l származó 
molekuláris klónok Neighbor-joining módszerrel készült filogenetikai dendrogramja 
(Méretarány: 5 % nukleotid különbség. Az ágakra írt számok a bootstrap analízist követ en az elágazások 
százalékos valószín ségét jelzik. Az 50%- nál kisebb valószín ség  elágazásokat nem tüntettük fel.) 
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Termálkarszt baktériumközösségeiben is megjelentek (Zenke, 2002; Borsodi és mtsai, 2012).   
Phylum IX Deferribacteres 
A Deferribacteres osztályon belül a T12 jelzés  klón (99,5%-os szekvencia 
egyezéssel) a termofil, nitrát-redukáló Calditerrivibrio nitroreducens fajt képviselte, melyet 
egy felszíni hévízforrásból izoláltak Japánban (Iino és mtsai, 2008), a T20 jelzés  klón pedig 
egy ismeretlen környezeti klónnal mutatott távol-rokoni kapcsolatot. 
Phylum XI Chlorobi 
A zöld kénbaktériumokat a T7, T9, és T10 jelzés  klónok képviselték, melyek a 
Mammoth-hévforrásból származó Chlorobi baktérium-klónnal (Yellowstone Nemzeti Park, 
USA) álltak legközelebbi (98%-os szekvencia hasonlósággal) rokonságban. A zöld 
kénbaktériumok anaerob fotoautotróf szulfidoxidáló szervezetek. A H2S-t fényenergia 
segítségével elektrondonorként hasznosítják, a képz dött elemi ként pedig a sejten kívül 
halmozzák fel. Bakteriális konzorciumot képesek létesíteni más heterotróf baktériumokkal, 
így szimbiotikus kapcsolat alakul ki a fajok között. A Chlorobium sejtek fotoszintetikus 
pigmenteket tartalmazó kloroszómákkal rendelkeznek, ami igen hatékony fénymegköt
képességget biztosít. A kloroszómák, valamint a szimbiotikus képesség révén az anoxikus 
mélyvizekben és a fényt l elzárt környezetekben egyaránt képesek élni (Zinder és Dworkin, 
2006). 
Phylum XII Proteobacteria / Class I Alphaproteobacteria 
A T21 jelzés  klón a metilotróf Methylobacterium kládba ágazott és a 
Methylobacterium radiotolerans fajjal állt legközelebbi (99%-os szekvencia hasonlóság) 
rokonságban, melyet in vitro növényi szövet-tenyészetb l írtak le (Podolich és mtsai, 2009). 
A metilotrófok széleskörben elterjedt aerob, mezofil és termofil baktériumok, melyek 
jellemz  él helyei az anoxikus, metán-képz  (talaj, felszínalatti vizek tavi és tengeri 
üledékek, mocsaras vidékek, mez gazdasági m velés alatti) és az ezek felett húzódó aerob 
él helyek határfelületei. Ökológiai jelent ségük abban rejlik, hogy az él lények számára 
mérgez  metánt és metánszármazékokat (pl. metil-alkoholt, szén-monoxidot, metil-kloridot, 
stb.) lebontják azáltal, hogy energia-forrásként és szénforrásként hasznosítják. A 
metánszármazékok elektrondonorként való hasznosítása (oxidációja) során formaldehid, majd 
végs  soron CO2 képz dik. A formaldehidet és/vagy a CO2 -ot különböz  asszimilációs 
útvonalakon beépítik saját szervezetükbe (Green és Bousfield, 1983). A Methylobacterium
radiotolerans feltehet en a büdöstapolcai- és a termál-karsztban is fellelt, mélységi eredet
metánt hasznosíthatja, bár ezt a baktériumot a langyos viz  kutakból ezidáig még nem sikerült 
kimutatnunk.  
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Phylum XII Proteobacteria / Class II Betaproteobacteria 
A klónkönyvtár-alkotók mintegy 70%-a egyetlen bétaproteobaktérium klóncsoportba 
tömörült. A klóncsoport tagjai (hasonlóan a BT1-3 jelzés  klónhoz) az El Zacatón karsztos 
víznyel b l (Mexikó) származó környezeti klónnal álltak legközelebbi (94-96%-os 
hasonlóság) rokonságban, ugyanakkor a Sulfuritalea hydrogenivorans fajhoz (Kojima és 
Fukui, 2011) ágaztak.  
Phylum XII Proteobacteria / Class IV Deltaproteobacteria 
A deltaproteobaktériumokat a T2, valamint a T17 jelzés  klón képviselte, melyek 
környezeti klónokkal mutattak távoli rokonságot. A T2 jelzés  klón alacsony (85%-os) 
szekvencia-illeszkedése a legközelebbi klónszekvenciákhoz (hidrotermális kürt , Lau 
szigetek, Polinézia) bizonytalan filogenetikai pozíciót eredményezett, ezért távoli elágazást 
mutatott a fán. A T17 klón szekvenciája egy tengeri üledékb l származó Syntrophobacterales 
baktérium klón szekvenciájához hasonlított (93%) leginkább (Edmonds és mtsai, 2009).  
Phylum XIII Firmicutes 
Bár a T11 jelzés  klón (a klónkönyvtárakban el forduló egyetlen Gram-pozitív 
baktériumokkal rokon klón) szekvenciához nem találtunk hasonló szekvenciájú ismert fajt, 
mégis két olyan Firmicutes-környezeti klónnal állt legközelebbi (100% szekvencia egyezés) 
filogenetikai rokonságban, melyeket hasonló geotermális környezetb l (japán és tibeti 
hévforrásokból) mutattak ki (Hirayama és mtsai, 2005; Lau és mtsai, 2009).  
Mivel az alkalmazott bakteriális DNS-feltárási metodikák, a PCR-technikák és 
klónozó kitek a Gram-pozitív baktériumokra er sen szelektív hatást gyakorolnak, ezek a 
baktériumok a klónkönyvtárakból majdnem teljes mértékben hiányoztak. Ennek tükrében 
feltételezzük, hogy a Gram-pozitív baktériumoknak a harkányi langyos viz - és termálkarszt 
baktériumközösségeiben betöltött szerepe jóval nagyobb lehet, mint azt a klónkönyvtár-
elemzés mutatta. A baktériumközösségek megismerése, legyen az bármilyen él helyr l való, 
tehát csak akkor válhat pontossá (pontosabbá), ha ismerve a közösségtorzító hatásokat, 
egyidej leg többféle közösségfeltáró technikát is alkalmazunk. 
7.4. A DGGE vizsgálatok eredményei 
A molekuláris ujjlenyomat módszerek közül a DGGE-t korábban már más kéntartalmú 
környezeti minták elemzése során is sikerrel alkalmazták a kén-körforgalomban szerepet 
játszó különböz  taxoncsoportok dominanciaviszonyainak és a különböz  környezeti 
tényez k (fény, oxigénszint, vízh mérséklet) összefüggéseinek a megismerésére. 
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Casamayor és mtsai (2000) kutatásuk során két egymáshoz közeli szulfidos tó 
különböz  mélységéb l vett vízmintáinak baktériumközösségeit vizsgálták hasonló 
metodikával. A DGGE-b l kivágott csíkok 16S rDNS bázissorrend elemzése alapján 
megállapították, hogy a közösségeket els sorban különböz  fototróf kénbaktériumok, a 
Gammaproteobacteria osztályba tartozó bíbor kénbaktériumok (pl. Thiocystis, Chromatium), 
valamint zöld kénbaktériumok (Chlorobium) alkotják. A fototróf kénbaktériumok mellett 
heterotróf alfa- és bétaproteobaktériumokat, illetve különböz  Gram-pozitív baktériumokat is 
kimutattak, ugyanakkor a szulfátredukálók teljes mértékben hiányoztak. 
Nakagawa és mtsai (2003) ugyancsak DGGE módszerrel vizsgálták egy 72-80°C-os 
kénes hévforrás baktériumközösségét. A domináns DGGE-csíkok Thermodesulfobacteria és 
Aquificae törzsekbe tartozó termofil baktériumokat képviseltek. Az Aquificae-törzsön belül 
az általunk is kimutatott Sulfurohydrogenibium subterraneum és egyéb termofil Aquifex fajok 
szekvenciáit azonosították, melyek között feltételezhet en biológiai kén-körforgalom zajlik. 
Jelen kutatásaink során, a Büdöstapolca I-es (BT1), Büdöstapolca II-es (BT2) 
termel kutak, a Matty-kút (M), valamint a Termál-VI-os (T6) termel kút vízmintáiból 
származó baktériumközösségek DGGE "ujjlenyomatai" alapján szerkesztett hasonlósági 
viszonyokat a 17. ábrán látható dendrogram segítségével mutatjuk be.  
A szezonális minták DGGE gélképeit 64 csík pozíciója alapján hasonlítottuk össze. A 
kapott sávmintázatok alapján két csoportot lehetett egymástól elkülöníteni: a BT1 és BT2 
mintázatok egyértelm en elkülönültek a mattyi és T6 sávmintázatoktól. Ezen kívül a 
csoportokon belül külön ágakat képeztek 2008-as T6 minták, valamint a 2007 nyári és 2008 
tavaszi BT2 minták. A minták közti legnagyobb mérték  hasonlóságot a büdöstapolcai 
csoporton belül figyelhettünk meg a BT1 és BT2 2008 novemberi minták, valamint a BT2 
2007 nyári és 2008 tavaszi minták között 65-65%-os egyezéssel. A BT1 és BT2 2008 
novemberi baktériumközösségek hozzávet leg 62%-os egyezést mutattak. A "Matty-T6" 
csoporton belül a legnagyobb hasonlóságot a 2008-as nyári és szi mattyi minták mutatták 
52%-os hasonlósággal.  
Az észlelt csíkok száma alapján a büdöstapolcai csoport mintái kisebb diverzitással 
voltak jellemezhet k, mint a "Matty-T6" csoport mintái (17. ábra). A büdöstapolcai csoporton 
belül a BT1 baktériumközösségei alacsonyabb genetikai diverzitást mutattak, mint a BT2 
minták. A DGGE csíkok száma a BT2 2007 áprilisi, 2008 augusztusi, valamint a BT1 2007 
áprilisi mintákban volt a legtöbb (16-16 csík). A "Matty-T6" csoporton belüli legnagyobb 
diverzitás a 2008 áprilisi és augusztusi mattyi minták, valamint a 2007 nyári T6  mintákra volt 
jellemz  (19-22 csík ). A "Matty-T6" csoporton belül a kisebb diverzitású 2008-as  
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17. ábra A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak vizéb l származó baktériumközösségek  
DGGE sávmintázatai alapján készült UPGMA dendrogram, valamint  
az azonosított csíkok jelzése és gélbeli pozícója 
(Zárójelben a DGGE sávok darabszáma szerepel. Skála: a sávmintázatok hasonlósági értéke százalékban 
megadva. Csík felirat: kivágott csík gélbeli pozíciója, világoskék: Alphaproteobacteria, piros: 
Betaproteobacteria, zöld: Gammaproteobacteria, sárga: Epsilonproteobacteria, lila. Firmicutes, sötétkék: 
Actinobacteria. BT1: Büdöstapolca I-es kútból származó minta, BT2: Büdöstapolca II-es kútból származó minta, 
M: Matty-kútból származó minta, T6: Termál VI-os kútból származó minta)  
T6 minták a csoport többi tagjától külön csoportot képeztek. A csíkok száma, valamint 
helyzetének id beli változásai alapján megállapítható, hogy a mattyi- és a termálkút minták 
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baktériumközösségei nagyobb diverzitást és nagyobb szezonális változást mutattak, míg a 
BT1 és BT2 baktériumközösségei nagyobb mértékben hasonlítottak egymásra, és a 
szezonalitás kevésbé volt kifejezett. 
A gélb l filogenetikai azonosítás céljából összesen 41 nagy intenzitású csíkot vágtunk 
ki, és szekvenáltunk. A kromatogram-elemzés során 28 szekvencia kevert vagy túl rövid volt, 
így azok taxonómiai információ szerzésére alkalmatlanok voltak. A többi 13 csík-
szekvenciája átlagosan 210-346 bázispár hosszúságú volt, és a legközelebbi ismert taxonokkal 
85-97%-os bázispár-illeszkedést mutatott. A kivágott csík-szekvenciák legközelebbi rokon 
taxonokkal való filogenetikai viszonyát a Függelék 9. táblázatában gy jtöttük össze.  
Bár a viszonylag rövid szekvenciák és az alacsony szekvencia-hasonlóság nem tette 
lehet vé a faji szint  azonosítást, mégis a klónkönyvtárakkal ellentétben a DGGE-gélb l 
kivágott csíkok bázissorrend elemzése alapján több Gram-pozitív taxont sikerült kimutatnunk 
(18. ábra). Ezen kívül számos, olyan kemolitotróf kénbaktériumokkal rokon szekvenciát is 
azonosítottunk, melyek a klónkönyvtárakban is jelen voltak.  
Phylum XII Proteobacteria / Class I Alphaproteobacteria 
Az Alphaproteobacteria osztályba tartozó H10, H11, H4B és H30 jelzés  szekvenált, 
és az azokkal azonosnak min sített csíkok jellemz en a mattyi és a termál kút mintákban 
fordultak el  (17. ábra). A H10, H11 és H4B szekvenciák a Sphingobium nemzetséghez 
tartozó környezeti klónnal álltak legközelebbi (91-94%) filogenetikai rokonságban (18. ábra). 
A H30 viszont egy metán-oxidáló baktérium klón rokona volt 92%-os szekvencia 
hasonlósággal, melyet metángázzal kezelt növények rizoszférájából mutattak ki (Stralis-
Pavese és mtsai, 2006). A H30 csík szekvenciához legközelebbi (92%) rokon baktériumfaj a 
Methylocystis rosea metanotróf baktérium volt, melyet arktikus talajból izoláltak Norvégiában 
(Wartiainen és mtsai, 2006). A Methylocystis baktériumok filogenetikai rokonságban állnak a 
szintén metanotróf/metilotróf Methylobacterium nemzetség képvisel ivel, melyeket a T6 
klónkönyvtárból sikerült kimutatnunk. 
Phylum XII Proteobacteria / Class II Betaproteobacteria 
A piros színnel jelzett Betaproteobacteria csík-szekvenciák a szezonális mintákban 
ugyan mindenütt el fordultak, a heterotróf taxonokkal és a kemolitotróf kénoxidáló 
taxonokkal rokon szekvenciák területi megoszlása mégis nagyfokú eltérést mutatott. A H2A 
jel  csík, amely a heterotróf Ralstonia nemzetséggel állt legközelebbi (97%) rokonságban, 
els sorban a mattyi és a T6 mintákra volt jellemz , de ritkán megtalálható volt a 
büdöstapolcai mintákban is (17. ábra). A H2A a Ralstonia pickettii típusfajjal 96,3%-os 
szekvencia-hasonlóságot mutatott, melyet vízb l, talajból, eleveniszapból, s t humán klinikai 
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mintából is izoláltak (Coenye és mtsai, 2003). Ezzel szemben a H18A és a H28 által 
reprezentált, németországi forrásvízb l származó Thiobacillus-rokon szekvenciákat zömmel a 
büdöstapolcai mintákban találtuk meg, melyek a kén-tioszulfát oxidáló Thiobacillus
aquaesulis baktériummal (McDonald és mtsai, 1996) alkottak közös kládot (18. ábra). 
Érdekes, hogy a mezofil Thiobacillus nemzetséget képvisel  H18A jelzet  csíkot két 
szezonális T6 minta DGGE gélképéb l is kimutattuk.  
Phylum XII Proteobacteria / Class III Gammaproteobacteria 
A H6A csík szekvenciája egy afrikai felszínalatti vízmintából származó, tenyésztésbe 
nem vont Thiothrix-kénbaktérium klónnal mutatott legközelebbi (95%-os) rokonságot, és az 
ismert szulfidoxidáló Thiothrix fajokkal közös leszármazási kapcsolatot mutatott (18. ábra). A 
Thiothrix nemzetséget képvisel  H6A jelzés  csíkot és a vele azonos pozícióban lév  DGGE 
csíkokat leggyakrabban a BT1 és BT2 mintákban találtuk meg, ritkán azonban a mattyi és T6 
sávmintázatokban is el fordultak. 
Phylum XII Proteobacteria / Class V Epsilonproteobacteria 
Bár a H12B az "LKC" epszilonproteobaktérium-klóncsoport tagjaival (Porter és Engel, 
2008) itt csupán távol-rokon kapcsolatot mutatott (85%-os szekvencia-hasonlósággal), az 
említett klóncsoport azonban jelent s közösségalkotóként szerepelt a büdöstapolcai 
klónkönyvtárakban (17. ábra). A H12B az anaerob kénoxidáló Sulfurospirillum nemzetség 
tagjaival mutatott közös leszármazási kapcsolatot, és zömmel a büdöstapolcai DGGE 
mintákban fordult el , de szórványosan megtalálható volt egy-egy mattyi és termál-kút 
szezonális mintában is. 
Phylum XIII Firmicutes 
A H3A a Firmicutes törzsbe tartozó, mez gazdasági talajból kimutatott Planococcus
baktériummal mutatott 95%-os szekvencia egyezést. Ezt a DGGE csík-szekvenciát kizárólag 
a szezonális T6 mintákból sikerült kimutatnunk. A Planococcus nemzetséget széles körben 
elterjedt mikroorganizmusok csoportja alkotja, melyeket különböz  környezetekb l, többek 
között tengerb l (Yoon és mtsai, 2003), cianobaktériumok alkotta biofilmb l (Reddy és mtsai, 
2002; Alam és mtsai, 2003), kénes forrás algabevonatából (Romano és mtsai, 2003), de sós 
tavak üledékéb l és madarak székletéb l (Suresh és mtsai, 2007) is izoláltak. Ezen felül 
extremofil képvisel ik is el fordulnak, mint például a Planococcus stackebrandtii, amelyet a 
Himalája hideg, sivatagjából izoláltak (Mayilraj és mtsai, 2005). 
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18. ábra A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak vizéb l származó DGGE csíkok parciális  
16S rDNS szekvenciái alapján készült Neighbor-joining filogenetikai dendrogram 
(Méretarány: 5% nukleotid különbség. Az ágakra írt számok a bootstrap analízist követ en az elágazások 
százalékos valószín ségét jelzik. Az 50%- nál kisebb valószín ség  elágazásokat nem tüntettük fel.) 
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Phylum XIV Actinobacteria 
A H27 és H9 jelzés  csíkok az Actinobacteria törzsbe tartozó Microbacterium és Plantibacter
nemzetség képvisel ivel álltak legközelebbi rokonságban (96%-97%-os szekvencia 
hasonlóság), melyek széles körben elterjedt talajbaktériumok. Több típusfajukat (pl. 
Plantibacter flavus, Microbacterium arborescens) mez gazdasági területeken vett mintákból 
izolálták (Behrendt és mtsai, 2002; Takeuchi és Yokota, 1994; Ueda és mtsai, 2008), de 
Plantibacter baktériumokat hazai kutatók is kitenyésztettek balatoni üledékb l (Szabó és 
mtsai, 2011). Végül, a H15 egy Actinobacteria törzsbe tartozó környzeti klónnal mutatott 
94%-os szekvencia-hasonlóságot, melynek legközelebbi ismert képvisel i Micrococcus
baktériumok voltak (18. ábra). Bár az Actinobacteria törzs képvisel i mind a négy termel  kút 
sávmintázataiban megjelentek, a szezonális büdöstapolcai minták közel felében jelenlétüket 
nem tudtuk kimutatni (17. ábra).  
7.5. A molekuláris biológiai vizsgálatok eredményeinek összehasonlító értékelése 
7.5.1. A klónkönyvtárak eredményeinek összehasonlítása 
Az 5 klónkönyvtár szerkezetének összehasonlítását a 19. ábrával szemléltettük. Ezen 
az ábrán az egyes könyvtárakhoz tartozó nagyobb filogenetikai csoportok (törzsek, illetve a 
Proteobacteria törzs esetén az osztályok) relatív abundanciáját ábrázoltuk. A legnépesebb 
BTK klónkönyvtár összesen 76 klónt tartalmazott, és ezek mindegyike a Proteobacteria 
törzset képviselte. A második legnépesebb a T6 klónkönyvtár volt, amely 48 klónt 
tartalmazott. A T6 klónok 7 különböz , közülük több nem-Proteobacteria csoportot 
képviseltek. A BT1 klónkönyvtárat 46 klón alkotta, míg a kisméret  BT2 és mattyi 
könyvtárakban csupán 14 és 18 klónt sikerült azonosítani, melyek szintén tartalmaztak a 
proteobaktériumoktól távoli leszármazású filogenetikai csoportok képvisel it. Az 
oszlopdiagramon jól látható az anaerob kénoxidálókkal távol rokon "LKC" és "CV" 
epszilonproteobaktérium-klónok domináns jelenléte a BTK és BT1 közösségekben 
(egyenként 39%-os és 77%-os részvételi arányban). Az Epsilonproteobacteria közösségalkotó 
szerepe a BT1 és mattyi közösségben viszont nem volt számottev , ezen kívül ez a 
taxoncsoport a termálkút-közösségében teljes mértékben hiányzott. Bár a BTK 
kompozitkönyvtár és a BT2 könyvtár taxonómiai összetéte nagyban hasonlított egymáshoz, a 
dominancia-viszonyok és legf képp a könyvtárak mérete eltért egymástól. Ugyanakkor a 
BTK és BT2 klónközösségekben jelen lév  szulfátredukáló deltaproteobaktériumok és 
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kemolitotróf gammaproteobaktérimok képvisel i a BT1 közösségb l hiányoztak. A mattyi 
klónkönyvtár összetétele alapján a mattyi baktériumközösséget zömmel heterotróf 
proteobaktériumok alkották (Függelék 7. táblázat). Bár el fordultak kénbaktériumokkal 
(Thiothrix, Thiobacillus, Sulfurovum) rokon klónok is, ezek relatív abundanciája a 
klónközösségben viszonylag kicsi (16,6%) volt. Ezen kívül a többi könyvtárban el forduló 
kén-és tioszulfát-oxidáló Sulfuritalea-rokon klónok ebben a közösségben teljes mértékben 
hiányoztak. A T6 klónkönyvtárban találtuk a legtöbb nem-Proteobacteria közösségalkotót, 
ugyanakkor itt fordult el , hogy csupán egyetlen klóncsoport (a Betaproteobacteria osztályba 































19. ábra A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak vizéb l származó klónkönyvtárak 
közösségszerkezete a nagyobb filogenetikai csoportok (törzs, osztály) jelölésével 
(BTK: Büdöstapolca I-és II-kút kompozitminta; BT1: Büdöstapolca I-kút vízminta; BT2: Büdöstapolca II-kút 
vízminta; M: Matty-kút vízminta; T6: Termál VI-os kút vízminta) 
A 19. ábrán jól megfigyelhet , hogy a taxonómiai összetétel és dominancia-viszonyok 
alapján leginkább a BTK és BT1 közösségszerkezete hasonlított egymáshoz. Emellett a 
kisméret  BT2 klónkönyvtár jobban hasonlított a BTK és BT1 összetételéhez, mint a mattyi 
és a T6 közösséghez. A mattyi és a T6 klónkönyvtárak szerkezetükben mind egymástól, mind 
a büdöstapolcai klónkönyvtáraktól nagyfokú eltérést mutattak.  
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7.5.2. A klónozással és DGGE-vel kimutatott baktériumközösségek összehasonlítása  
A Harkányi Gyógyfürd  kútvizeinek baktériumközösségeir l molekuláris klónozással, 
illetve denaturáló grádiens gélelektroforézissel részben eltér  képet kaptunk. Ennek oka 
többrét  lehet. Egyrészt a Palatinszky és mtsai (2011) által kimutatott különböz  molekuláris 
klónozó kitek közösségtorzító hatásai magyarázattal szolgálhatnak arra a tényre, hogy 
klónkönyvtárainkból szinte teljes mértékben hiányoztak a Gram-pozitív baktériumok. 
Másrészt a nagyarányú kevert DGGE csík-szekvenciáink miatt sok domináns taxonról nem 
sikerült filogenetikai információt nyerni, emellett a kivágott DGGE csíkokból származó rövid 
PCR-termékek az alacsony szekvencia-hasonlóság miatt az egyes közösségalkotók 
taxonómiai meghatározását csupán törzs vagy osztály szintig tették lehet vé. 
Összességében megállapítható, hogy a klónkönyvtárak elemzésével részletesebb 
közösségszerkezeti képet kaptunk, hiszen míg a DGGE csíkok elemzésével csupán 6, addig a 
klónkönyvtárak elemzése során 12 különböz  törzs-, illetve osztály-szint  taxoncsoportot 

































































































20. ábra A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak vizéb l származó molekuláris klónok 
baktériumcsoportok szerinti megoszlása az egyes kutak klónkönyvtáraiban 
(BTK: Büdöstapolca I-és II-kút kompozitminta; BT1: Büdöstapolca I-kút vízminta; BT2: Büdöstapolca II-kút 
vízminta; M: Matty-kút vízminta; T6: Termál VI-os kút vízminta) 
A kétféle molekuláris módszerrel feltérképezett baktériumközösségek közt az egyik 
legszembet n bb különbség a Gram-pozitív baktériumok kimutathatóságában mutatkozott. A 
DGGE-csíkok kivágásával és elemzésével mind a négy vizsgált kútból ki tudtuk mutatni a 
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Gram-pozitív Actinobacteria törzs képvisel it (21. ábra). Ugyanakkor a DGGE módszerrel 
egyetlen deltaproteobaktériumot sem tudtunk detektálni, annak ellenére, hogy a BTK és BT2 
klónkönyvtárak közösségében nagy részvételi arányban számos kén-és szulfátredukáló 
nemzetség jelenlétét igazoltuk (Desulfocapsa, Geobacter, Desulfopila, Desulforhopalus). 
Mivel a DGGE gélb l csupán a nagy intenzitású csíkokat vágtuk ki, és azoknak is csak 
egy részéb l sikerült filogenetikai információt nyerni, így a klónkönyvtár-elemzés szerint a 
kén-körforgalomban szerepet játszó rejt zköd , illetve ritka taxonokat (Chloroflexi, Chlorobi, 
































































21. ábra A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak vizéb l származó, azonosított DGGE csíkok 
(szekvenált és a gélbeli pozíció alapján a szekvenálttal azonosnak min sített) baktériumcsoportok szerinti 
megoszlása az egyes kutak szezonális mintáiban 
(BTK: Büdöstapolca I-és II-kút kompozitminta; BT1: Büdöstapolca I-kút vízminta; BT2: Büdöstapolca II-kút 
vízminta; M: Matty-kút vízminta; T6: Termál VI-os kút vízminta) 
A DGGE- és a klónkönyvtár-elemzés módszerével három közös taxon genetikai 
nyomait találtuk meg a mintáinkban. Ezek "LKC" epszilonproteobaktérium klónszekvenciák, 
továbbá Thiothrix, illetve Thiobacillus kénbaktériumokkal rokon szekvenciák voltak. A 
Lower Kane Cave karsztos környezetb l származó epszilonproteobaktériumokkal rokon 
szekvenciákat (Porter és Engel, 2008) mindkét módszerrel a büdöstapolcai mintákból 
mutattuk ki. A Thiobacillus és a Thiothrix nemzetség tagjai jellemz en a büdöstapolcai és a 
mattyi klónkönyvtárak, illetve a büdöstapolcai és a mattyi DGGE-mintázatok közösségalkotói 
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voltak, s t a DGGE-módszerrel ezen a kénoxidálókat a termálkútból származó néhány 
szezonális mintában is megtaláltuk (17. ábra). 
A kétféle módszerrel további közös, bár távol-rokon taxonokat is azonosítani tudtunk. 
A Sphingomonadaceae családba tartozó Sphingopyxis nemzetséget a mattyi klónkönyvtárból, 
Sphingobium nemzetséget DGGE esetén pedig a mattyi és T6 szezonális mintákban találtunk 
meg. A metilotróf baktériumok jelenlétének közvetett kimutatása a mélységi karsztból 
származó vízben oldott metán mikrobiális hasznosítását jelzi. Klónkönyvtár-elemzéssel a T6 
klónkönyvtárból sikerült egy Methylobacterium-klónt azonosítani, DGGE-vel viszont a 
Büdöstapolca I-es, a Matty-, illetve a Termál VI-os kutakból is kimutattunk Methylocystis
nemzetséggel rokon szekvenciákat (17. ábra). 
A klónkönyvtárak szerkezetének összhasonlítását f komponens analízissel is 
elvégeztük. A f komponens analízis során a különböz  mintavételi helyekr l származó öt 
(BTK, BT1, BT2, M, T6) minta szolgált objektumként, a közösségalkotó filogenetikai 
csoportok pedig változókként (22. ábra). A diagram két tengelyén megjelenített els  két 
f komponens az összvariancia 70,2%-át magyarázta.  
22. ábra A klónkönyvtárak ordinációja a közösségeket alkotó különböz   
filogenetikai csoportok klónszáma alapján  
(BTK: Büdöstapolca I-és II-kút kompozitminta; BT1: Büdöstapolca I-kút vízminta; BT2: Büdöstapolca II-kút 
vízminta; M: Matty-kút vízminta; T6: Termál VI-os kút vízminta)













A minták az els  f komponens mentén nagyobb elkülönülést mutattak, melyet 
els sorban a Gamma- és Betaproteobacteria, valamint anaerob szulfidoxidáló taxonok jelöltek 
ki. A büdöstapolcai kutakból származó klónkönyvtárak (BTK, BT1, BT2) hasonló közösség-
szerkezettel rendelkeztek, és ezen csoporton belül a BTK, BT1 klónkönyvtárak összetétele 
egységesebbnek bizonyult. A T6 klónkönyvtár az els  ordinációs tengelyen magas 
f komponens értékkel volt jellemezhet , míg a mattyi klónkönyvtár a diagram mindkét 
tengelyén negatív tartományban helyezkedett el. Az ordinációs diagram szerint a T6 minta 
mutatta a legnagyobb közösségszerkezeti eltérést a többi mintától, és a diagramon legtávolabb 
a mattyi mintától helyezkedett el. A f komponens analízis eredményei ezzel alátámasztották a 
hasonlósági indexek eredményeib l levont következtetéseinket (11. táblázat). 
A szezonális DGGE minták közösségszerkezetének összehasonlítását f komponens 
analízissel is elvégeztük. A négy termel kútból vett tavaszi, nyári és szi minták hasonlóságát 
az egyes DGGE csíkok eloszláslának függvényében ábrázoltuk (23. ábra).  
Az els  két f komponens a minták varianciájának csupán 29,1%-át magyarázta. A 
diagramon jól látható, hogy az egyes minták földrajzi szempontból jobban elkülönültek, míg 
szezonális elülönülést nem tapasztaltunk. A büdöstapolcai minták id szaktól függetlenül egy 
csoportot képeztek, míg a mattyi és T6 minták mindkét f tengely mentén viszonylag 
nagymérték  szórást mutattak. A BT1 és BT2 szezonális mintákat els sorban a kemolitotróf 
kénbaktériumokkal rokon szekvenciák jellemezték, míg a mattyi és T6 minták pozícióit a 
heterotróf közösségalkotók jelölték ki. Legkevesebb közösségszerkezeti információt a 2008. 
augusztusi és novemberi mattyi mintákból kaptunk, így ez a két minta tért el leginkább a többi 
mintától.  
A DGGE minták f komponens analízise által kapott eredményeink a büdöstapolcai 
minták markáns elkülönülését mutatták a mattyi és T6 mintáktól, ami megegyezett a 
klónkönyvtárak f komponens analízis eredményeivel. 
7.5.3. A klónkönyvtárak eredményeinek statisztikai elemzése  
A Bray-Curtis hasonlósági indexek szerint a legkisebb különbség (0,46) a BTK és 
BT1 könyvtárak között mutatkozott (11. táblázat). A középtartományba es  értékeket (0,68 –
 0,78) a BTK/BT2, BTK/M, BT1/BT2, BT2/M, illetve BT2/T6 klónkönyvtárak 
összehasonlítása adta. Érdekes, hogy a BT2/M közösségek összehasonlításakor kaptuk a 
második legalacsonyabb index-értéket (0,68).  
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23. ábra A szezonális DGGE minták ordinációja a közösségeket alkotó DGGE-csíkok  
el fordulása alapján a szekvenált DGGE-csíkok, valamint a filogenetikai analízis alá  
nem vont DGGE-csíkok pozícióinak feltüntetésével 
(BT1: Büdöstapolca I-kút vízminta; BT2: Büdöstapolca II-kút vízminta;  
M: Matty-kút vízminta; T6: Termál VI-os kút vízminta)













Ezt a viszonylag nagyfokú hasonlóságot sem a klónkönyvtár-elemzés, sem a DGGE 
hasonlósági dendrogram eredményei nem igazolták. Feltételezzük, hogy a Bray-Curtis modell 
által számított anomáliát a BT2 és M könyvtárak kis méretének közösség-torzító hatása 
okozta.  
11. táblázat A baktériumközösségek Bray-Curtis-hasonlósági indexe a  
16S rDNS szekvencián alapuló klónkönyvtárak összetétele alapján 
(BTK: Büdöstapolca I-és II-kút kompozitminta; BT1: Büdöstapolca I-kút vízminta;  
BT2: Büdöstapolca II-kút vízminta; M: Matty-kút vízminta; T6: Termál VI-os kút vízminta) 
Klónkönyvtár BTK BT1 BT2 M 
BT1 0,46 
BT2 0,71 0,76 
M 0,78 0,84 0,68 
T6 0,88 0,81 0,76 0,91 
A legmagasabb BC-index-értéket (0,91) a T6 és M klónkönyvtárak mutatták, tehát 
ezen klónkönyvtárak közösségszerkezete különbözött legnagyobb mértékben egymástól. A T6 
könyvtárhoz tartozó BC-indexek általában magasabbak voltak, mint a többi klónkönyvtárhoz 
rendelt értékekl. Ebb l azt a következtetést vonhatjuk le, hogy a Termál VI-os kút vizéb l 
származó klónkönyvtár közösségszerkezete különbözött a legnagyobb mértékben a többi 
közösségt l. A T6 könyvtár nagymérték  eltérésének hátterében feltehet en a Termál VI-os 
kút vizének a többi termel  kút vizét l lényegesen eltér  fizikai-kémiai profilja áll (8. ábra), 
amelyhez a langyosviz  kutakból származó közösségekt l eltér  mikróbaközösség tudott 
adaptálódni. A T6 közösségszerkezeti eltérése a mezofil, kemolitotróf gamma- és 
epszilonproteobaktériumok, valamint a szulfátredukáló deltaproteobaktériumok teljes 
hiányában, a termofil baktériumok (Aquificae) és anaerob fototróf szulfidoxidálók (Chlorobi) 
jelenlétében, illetve az anaerob Sulfuritalea dominanciájában nyilvánult meg (16. ábra).  
Az 5 klónkönyvtár statisztikai eredményei szerint a legnagyobb diverzitást a mattyi 
klónkönyvtár mutatott 2,36-os Shannon-Wiener-index értékkel, majd ezt követte a BT2 2,2 
diverzitás-értékkel (12. táblázat).  
12. táblázat A baktériumközösségek diverzitása és fajgazdagsága  
a 16S rDNS szekvencián alapuló klónkönyvtárak összetétele alapján 
(BTK: Büdöstapolca I-és II-kút kompozitminta; BT1: Büdöstapolca I-kút vízminta;  






BTK 1,74 9 76 
BT1 1,24 28 46 
BT2 2,20 22 14 
M 2,36 18 18 
T6 1,11 16 48 
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A nagyobb klónszámú BTK, BT1 és T6 klónkönyvtárak diverzitás-indexei az [1,1 -
 1,74] intervallumba estek. A kisméret  (M, BT2) klónkönyvtárak magas diverzitás-index 
értékei azt mutatják, hogy az azonosított klónszekvenciák számos filotípust reprezentáltak, 
míg a nagyobb klónszámú klónkönyvtárakban viszonylag kevesebb filotípust tudtunk 
azonosítani, ami alacsony klón-diverzitást eredményezett.  
A klónkönyvtárak fajtelít dési görbéi közül a BTK könyvtár görbéje közelítette meg 
leginkább a telít dési értéket, melyet a becsült fajgazdagság, azaz a várható maximális 
filotípusok száma jelölt ki (24. ábra). A BT1 és a T6 könyvtárak görbéi lassú emelkedést 
mutattak, és közelítettek a telt dési érték felé, míg a kislétszámú M és BT2 könyvtárak görbéi 
a kezdeti meredeken emelked  fázisban véget értek. A különböz  lefutású görbék azt 
mutatják, hogy az egyes könyvtárak mérete, diverzitása és becsült fajgazdagsága különbözött 
egymástól. 
24. ábra Fajtelít dési görbék a 16S rDNS szekvencián alapuló 
 klónkönyvtárak összetétele alapján 
(BTK: Büdöstapolca I-és II-kút kompozitminta; BT1: Büdöstapolca I-kút vízminta; BT2: Büdöstapolca II-kút 
vízminta; M: Matty-kút vízminta; T6: Termál VI-os kút vízminta) 
A BTK klónkönyvtár mérete elegend en nagynak bizonyult ahhoz, hogy a 
kompozitmintában lév  baktériumközösség valós diverzitását feltárjuk. A BT1 és T6 
megközelítette a telít dési pontot, a BT2 és M klónkönyvtárak azonban kevés filogenetikai 
adattal szolgáltak ahhoz, hogy a baktériumközösségek valós diverzitását fel tudjuk tárni. A 
telít dési értéke, azaz a becsült fajgazdagságot (12. táblázat) ezekben a klónkönyvtárakban 










BTK BT1 BT2 M T6 
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7.5.4. A fizikai-kémiai paraméterek hatása a baktériumközösségek szerkezetére 
Vizsgáltuk a termel kutakból (Büdöstapolcai I-es, Büdöstapolca II-es, Matty-, Termál 
VI-os kút) kifolyó vizek mért fizikai és kémiai jellemz inek lehetséges hatásait a 
baktériumközösségekre. A vizsgált paraméterek közül a klónozással kimutatott 
baktériumközösségeket jellemz en mezofil és termofil baktériumok (aerob, mikroaerofil és 
anaerob kemolitotrófok, anaerob szulfátredukálók, valamint anaerob fotoszintetizálók és 
egyéb heterotrófok) alkották, ezért feltételezzük, hogy a legfontosabb közösség-alakító 
tényez k a vízh mérséklet, oldott oxigénszint, valamint a különböz  kénformák koncentrációi 
voltak (Függelék 3. táblázat). Mind a négy termel kút anoxikus jelleg  volt, és az egyes kutak 
vízh mérsékletének emelkedésével a szulfid-koncentráció is emelked  tendenciát mutatott. 
Ugyanakkor a szulfát-koncentrációra és a h mérséklet-, illetve szulfid-koncentráció változása 
nem volt hatással (8. ábra).  
A molekuláris klónozással kimutatott baktériumközösségekben a kemolitotróf 
kénbaktériumok körébe tartozó Gammaproteobacteria-klónokkal rokon szekvenciák, valamint 
a szulfátredukáló Deltaproteobacteria-szekvenciák mennyisége és az egyes kutak fizikai-
kémiai paramétereinek változása függvényében nem találtunk összefüggést. Az 
epszilonproteobaktérium-klónok száma az egyes kutak vízh mérsékletének (és egyben a 
szulfid-koncentráció) emelkedésével csökken  tendenciát mutatott (19. ábra). Ugyanakkor 
Sulfuritalea-rokon klónok száma a langyosvizú büdöstapolcai és mattyi klónkönyvtárakhoz 
képest kiugróan magas volt a T6 klónkönyvtárban. Emellett az si jellegeket hordozó 
extremofil szulfidoxidáló Aquificae képvisel je kizárólag a legmelegebb és legnagyobb 
szulfid-koncentrációjú termálkút vizéb l származó közösségben jelent meg.  
A DGGE közösségi profilok esetében a mezofil, kemolitotróf proteobaktériumokkal 
rokon szekvenciák (Thiobacillus, Thiothrix, és epszilonproteobaktérium-klónok) a 
langyosviz  büdöstapolcai mintákra voltak leginkább jellemz ek, míg a mattyi és T6 
mintákban inkább heterotróf baktériumokkal rokon szekvenciákat tudtunk kimutatni 
(20. ábra).  
Eredményeink alapján feltételezhetjük, hogy a vizsgált termel kutakból kimutatott 
aerob és anaerob kemolitotrófokra (Thiobacillus, Thiothrix, epszilonproteobaktériumok), és 
szulfátredukálókra (Desulfocapsa, Desulfopila) a vízh mérséklet és a szulfid-koncentráció 
növekedése kedvez tlen hatással volt, míg az anaerob, kénoxidáló Sulfuritalea, valamint az 
si típusú Sulfurihydrogenibium képvisel i a magasabb h mérsékletet és szulfid-
koncentrációt részesítették el nyben. 
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8. Összefoglalás 
Munkánk célja az volt, hogy megismerjük a Harkányi Gyógyfürd  termel kútjainak 
kifolyó kénes vizében el forduló baktériumközösségek összetételét, különösképpen a kén-
körforgalomban szerepet játszó kénbaktériumok filogenetikai diverzitását. Ehhez a Harkányi 
Gyógyfürd  hét termel kútjából négyet (Büdöstapolca I-kút, Büdöstapolca II-kút, Matty-kút, 
Termál VI-kút) vontunk vizsgálat alá 2006 és 2008 között.  
A vízmintákból tömörítéssel nyert biomassza szerkezetét fáziskontraszt mikroszkóppal 
és pásztázó elektronmikroszkóppal vizsgáltuk. A baktériumközösségek szerkezetének 
részletes feltárását molekuláris klónozás módszerével végeztük. Emellett egy molekuláris 
ujjlenyomat módszer (a DGGE) alkalmazásával tanulmányoztuk a baktériumközösségek 
filogenetikai diverzitásának térbeli eltérését és id beli változását. Az egyes 
baktériumközösségek struktúráját a molekuláris klónozás révén kapott klónok 16S rDNS 
bázissorrend elemzése révén tártuk fel. A közösségek változását a DGGE-mintázatok 
összehasonlításával, továbbá a kivágott DGGE-csíkokból nyert 16S rDNS szekvenciák 
azonosítása alapján végeztük el.  
A langyosviz  kutakból származó minták biomasszájában a fáziskontraszt 
mikroszkópos vizsgálatok során Thiothrix-fonalakat, illetve fonalak által alkotott f csomó-
szer  trichómákat találtunk. A sejtfonalakban eltér  fénytörés  és fényátereszt  képesség
kénszemcsék sejten belüli felhalmozódását figyeltük meg. A pásztázó elektronmikroszkópos 
felvételek során a biomasszák abiotikus alkotóelemeként vas-kén szemcséket ún. 
framboidokat fedeztünk fel, melyek létrejöttében az anoxikus-reduktív termális közegben 
lejátszódó mineralizációs folyamatok, valamint szulfátredukáló és vasredukáló baktériumok 
anyagcsere-folyamatai egyaránt szerepet játszhattak.  
Molekuláris klónozással 72 csoport-reprezentáns molekuláris klón DNS-szekvenciáit 
azonosítottuk, melyek 46 különböz  filotípust képviseltek. A klónok kemolitotróf 
kénbaktériumokkal, epszilonproteobaktérium-klónokkal, szulfátredukáló baktériumokkal, 
egyéb anaerob kénredukáló-baktériumokkal, illetve különböz  heterotróf baktériumokkal 
álltak a legközelebbi filogenetikai kapcsolatban. Emellett a DGGE vizsgálatok során nyert 
szekvenciák elemzésével további két (Gram-pozitív) törzs taxonjait is sikerült kimutatnunk.  
A kútvizek fizikai-kémiai tulajdonságai alapján végzett f komponens analízis 
eredményei szerint leginkább a BT1 és a BT2 minták hasonlítottak leginkább egymáshoz, és a 
mattyi és a T6 minták eltértek a büdöstapolcai mintáktól. A legnagyobb mérték  eltérést a 
többi mintához képest a T6 minta fizikai-kémiai profilja mutatta. Az egyes mintavételi 
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helyekr l származó vízminták közötti eltérés a baktériumközösségének összetételében is 
tükröz dött. A földrajzilag egymáshoz legközelebb álló büdöstapolcai kutakból származó 
BTK, BT1 és BT2 minták klónkönyvtárainak tagjai csupán magasabb taxonszinten (osztály, 
törzs) hasonlítottak egymáshoz, alacsonyabb taxon szinteken (nemzetség, faj, környezeti 
klóncsoport-ökotípusok) azonban ritkán találtunk közöttük megegyez  közösségalkotókat. A 
kifolyó víz fizikai-kémiai összetétele alapján a leginkább eltér  Termál-VI-os kút vizéb l 
származó T6 klónkönyvtár, valamint a földrajzilag legtávolabbi Matty-kút klónkönyvtár mind 
egymástól, mind a büdöstapolcai kutak baktériumközösségeit l nagymértékben különbözött.  
A harkányi klónkönyvtárakban általánosan el forduló, de mintavételi helyenként 
eltér  diverzitású közösségalkotók a kén-körforgalomban szerepet játszó környezeti 
epszilonproteobaktérium klónok, a szulfátredukálókkal és a színtelen kemolitotróf 
kénbaktériumokkal rokon klónok voltak. A közösségalkotókat leszármazási kapcsolatuk 
szerint kládokba rendeztük, és a kládok filogenetikai kapcsolatait törzsfán ábrázoltuk 
(25. ábra).  
Az Alphaproteobacteria osztály képvisel i (BT1, M, T6 klónok) egy kládba 
tömörültek. A klád tagjai rendkívül változatos életmódú baktériumcsoportot képviseltek 
(anaerob fototróf Rhodobacter-t, metilotróf Methylobacterium-ot, egyéb heterotróf talaj- és 
vízbaktériumokat). Ez a baktériumcsoport nem tartalmazott olyan klónszekvenciákat, 
amelyek a karsztvíztározókban, illetve a kút-vizekben zajló kénkörforgalomban szerepet 
játszhattak. 
A Betaproteobacteria osztályon belül a legnépesebb csoportot a BTK, BT1 BT2 és T6 
könyvtárakba tartozó kén-és tioszulfát-oxidáló Sulfuritalea-rokon klónok alkották, melyek 
egy kládot alkottak. Az osztály további képvisel i a Sulfuritalea-nemzetséggel távolabbi 
rokonságban álló, tioszulfát-oxidáló Limnobacter thiooxidans, a heterotróf Acidovorax 
defluvii képvisel i, valamint a M és BT1 mintákból származó kén-és szulfidoxidáló 
Thiobacillus baktériumokkal rokon klónok voltak. A bétaproteobaktériumok feltehet en tehát 
igen fontos szerepet játszhatnak a harkányi kénes gyógyvíz összetételének kialakításában, 
hiszen minden vizsgálatba vont termel kút vízmintában megjelentek a kemolitotróf kén- és 
szulfidoxidációban szerepet játszó bétaproteobaktériumok képvisel i. Emellett az újonnan 
leírt Sulfuritalea hydrogenivorans képvisel i a T6 könyvtár domináns közösségalkotói voltak, 
és összességében a filogenetikailag azonosított összes klónok mintegy 22%-át alkották.  
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25. ábra A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak vizéb l származó molekuláris klónok által 
alkotott kládokat és a leszármazási ágakat bemutató Neighbor-joining módszerrel készül filogenetikai fa 
(Méretarány: 5 % nukleotid különbség. Az ágakra írt számok a bootstrap analízist követ en az elágazások 
százalékos valószín ségét jelzik. Az 50%- nál kisebb valószín ség  elágazásokat nem tüntettük fel. 
A színnel jelölt filogenetikai csoportok kénbaktériumokat képviselnek.) 
A Gammaproteobacteria osztályon belül a szulfidoxidáló Thiothrix-rokon klónok 
(BTK, BT2, M klónok) és a mattyi Lysobacter-rokon klónok kládokat képeztek, ezekt l 
elkülönültek a kemolitotróf, kén-és szulfidoxidáló Thiovirga sulfuroxydans és a heterotróf 
Pseudoxanthomonas mexicana képvisel i. A Thiothrix és Thiovirga nemzetség tagjai a 
bétaprotoebaktériumok mellett szintén a kemolitotróf oxidációs folyamatokban játszanak 
szerepet, amelyek az elemi kén- és szulfát-képzéssel életteret biztosítanak a redukciós 
folyamatokban részt vev  egyéb kén- és szufátredukálóknak. 
A Deltaproteobacteria osztály legnépesebb (16%-os közösségi arány) klóncsoportja a 
szulfátredukáló baktériumokkal rokon klónok alkotta klád ("SRB"-klád) volt, melynek tagjai 
a BT2 és BTK közösségek Desulfocapsa illetve Desulfopila képvisel i voltak. Feltehet en 
ezek a taxonok felel sek a biológiai kénkörforgalomban a disszimilatórikus szulfátredukciós 
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folyamatokért, így a szulfid biológiai úton történ  el állításáért. A Deltaproteobacteria 
osztályba tartozott továbbá az "SRB"-kládtól távoli leágazású kénredukáló Geobacter 
thiogenes egy reprezentánsa is, amely vízb l kivált elemi ként visszeredukálja szulfiddá, így 
ez a baktérium (a szulfátredukálókkal együtt) a szulfidoxidálók számára megújuló 
energiaforrást biztosítanak. 
Az Epsilonproteobacteria osztály képvisel i két, filogenetikailag egymástól távoli 
kapcsolatban álló kládba csoportosultak. Az "LKC"-kládot BTK, BT1 és mattyi klónok 
képviselték, melyek az anaerob kénoxidáló Sulfurospirillum baktériumok távoli képvisel i 
voltak. A "CV"-kládot zömmel a BT1 klónok alkották, és k a szintén anaerob Sulfurimonas
kénoxidálókat képviselték. Az "LKC" és "CV"-klád tagjai együttesen az összes klónok 
mintegy 34%-át képviselték, így az epszilonproteobaktérium-klónok feltehet en meghatározó 
szerepet játszanak a redukált kénformák kemolitotróf oxidációjában.  
A Proteobacteria törzst l távoli leágazású Chlorobi-klád tagjai (T6 klónok) az 
anoxikus fotoszintetizáló zöld kénbaktériumokat képviselték, és a Yellowstone Nemzeti Parki 
Mammoth hévforrásból származó, eddig tenyésztésbe nem vont környezeti klónokkal 
mutattak szorosabb rokoni kapcsolatot. A szulfidoxidáló Chlorobi törzs tagjai sajátos 
életstratégiájuk révén más heterotróf baktériumokkal alkotott konzorciumokban képesek 
fénymentes környezetben (pl. felszínalatti karsztvíztározkban) is élni.  
Továbbá, a T6 és BT2 könyvtárakban egy-egy klón önállóan képviselt a 
kénkörforgalomban szintén szerepet játszó, proteobaktériumoktól filogenetikailag távoli 
leágazású taxonokat (Chloroflexi, Aquificae), melyek közül az anaerob fototróf Chloroflexi 
baktériumok az anaerob szulfidoxidációban, a Sulfurohydrogenibium subterraneum pedig a 
kemolitotróf kénoxidációban vesz részt.  
A DGGE-vel végzett közösségi diverzitásvizsgálat bár jóval kisebb felbontású képet 
adott a közösségszerkezetekr l, mégis új információval szolgált, hiszen a klónozásos 
vizsgálatokat kiegészítve, az addig "rejt zköd " Gram-pozitív baktériumok egyes csoportjait 
(Firmicutes: Planococcus, Actinobacteria: Micrococcus, Plantibacter, Microbacterium) a 
DGGE csíkok bázissorrend elemzésével sikerült mind a négy vizsgált kút vizéb l 
kimutatnunk.  
A korábbi földszelvény-térképezés és a közelmúltban végzett hidraulikai vizsgálatok 
azt mutatják, hogy a harkányi gyógyfürd  és környezetében fekv  karsztvíztározók vizei 
feltételezhet en két különböz  irányból (a Villányi-hegységi fedetlen hidegkarsztból és a 
Dráva-medence alatti fedett termálkarsztból) származnak. A karsztk zetek repedéseiben, és a 
törésvonalak mentén áramló, különböz  h mérséklet  és kémiai összetétel  vizek keverednek 
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egymással. A DGGE vizsgálatok eredményei arra engednek következtetni, hogy az id járás 
változásaiból ered  szezonális dinamika kevésbé, míg a földrajzi távolságból ered  szerkezeti 
különbség er teljesebben volt kifejezett. A Büdöstapolcai I-es, Büdöstapolca II-es, Matty-, 
valamint a Termál VI-os kutak vizeib l nyert baktériumközösségek szerkezetében mutatkozó 
hasonlóságok és különbségek els sorban a vizek fizikai-kémiai f profil-különbségét, valamint 
az eltér  áramlástani viszonyokat, és a különböz  genetikájú vizek eltér  mérték  keveredését 
tükrözték.  
A vizsgált termel kutak kifolyó vizéb l származó klónkönyvtárak közösségszerkezete 
sok hasonlóságot mutatott számos más, földrajzilag távoli, de hasonló geológiájú és fiziko-
kémiai tulajdonságokkal jellemezhet  környezetekb l (karsztos területekr l, anoxikus 
üledékekb l, kénes hévforrásokból, felszínalatti szulfidos víztározókból) származó 
baktériumközösségekkel (Borsodi és mtsai, 2012; Briée és mtsai, 2007; Engel és mtsai, 2003, 
2004; Macalady és mtsai, 2006; Nakagawa és Fukui, 2003; Rudolph és mtsai, 2004; 
Thevenieau és mtsai, 2007). 
Feltételezzük, hogy a kén-alapú bakteriális anyagcsere-folyamatok befolyásolják és 
szabályozzák a kútvizek különböz  oldott kénformáinak koncentrációit, így meghatározó 
szerepl i lehetnek a harkányi kénes gyógyvizek összetételének kialakításában. Emellett 
feltételezhet en intenzív biomineralizációs folyamatok is zajlanak a vasredukáló, illetve 
szulfátredukáló baktériumok anyagcsere-folyamatai által, amely során az oldott kénformák 
ásványi k zetekbe is épülhetnek.  
Az esetünkben alkalmazott mintavételezési és bakteriális DNS kivonási technikák nem 
minden eseteben voltak igazán célravezet k, mert a molekuláris klónozáshoz kinyert 
biomassza-mennyiség különösen a BT2 és a mattyi minták esetén kevésnek bizonyult, amit a 
klónkönyvtárak statisztikai elemzésének eredményei is alátámasztottak. A mintavételezés 
hatékonyságának fejlesztésével nagyobb mennyiség  biomasszát gy jthetünk, ami jóval 
magasabb klónszámú klónkönyvtárat, és részletesebb közösségi képet eredményezhet, így 
lehet ség nyílna a kis létszámú rejt zköd  taxonok kimutatására is. 
Archaea-domén specifikus primerek alkalmazásával új 16S rRNS gén-alapú 
klónkönyvtárakat állíthatunk fel, így fény derülhet az sbaktériumok filogenetikai 
diverzitására és lehetséges szerepére a harkányi, büdöstapolcai és mattyi termel kutak kémiai 
összetételében, hiszen a langyos, illetve hévizes reduktív kén-, és metántartalmú közeg, 
valamint a szulfátredukáló, illetve egyéb termofil kénabktériumok jelenlétéb l feltételezhet , 
hogy a biogeokémiai körforgalom szabályozásában egy komplex Bacteria-Archaea-közösség 
vesz részt.  
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9. Kivonat 
Munkám során tenyésztést l független molekuláris klónozás módszerével vizsgáltuk a 
Harkányi Gyógyfürd t szolgáló langyos és termál karsztvízbázisokra telepített termel kutak 
vizeinek baktériumközösségeit. Els sorban a kén-körforgalomban szerepet játszó 
baktériumok körét igyekeztük meghatározni. Emellett denaturáló gradiens gélelektroforézissel 
vizsgáltuk a kútvíz- minták baktériumközösségeinek szerkezetében megfigyelhet  területi és 
szezonális különbségeket, és a DGGE sávmintázatából kivágott domináns csíkok bázissorrend 
elemzésével azonosítottuk a mintákban el forduló domináns taxonokat. A kutatómunkához a 
Harkányi Gyógyfürd  4 egymástól távol es  termel kútjának vizéb l (Büdöstapolca I-es, 
Büdöstapolca II-es kút, Matty-kút, Termál VI-os kút) vettünk mintát 2006-2008 között.  
A négy kútból, valamint egy kompozit mintából származó klónkönyvtár (BTK, BT1, 
BT2, M, T6) elemzése során összesen 202 klónszekvenciát csoportosítottunk restrikciós 
hasítási mintázatuk alapján, majd a 72 csoportreprezentáns klón bázissorrend elemzését 
követ en 46 különböz  filotípust azonosítottunk. A klónok mintegy 86%-a a Proteobacteria 
törzsbe tartozó különböz  mezofil vagy termofil kénbaktériumokkal állt filogenetikai 
rokonságban. A büdöstapolcai klónkönyvtárakból (BTK, BT1, BT2) azonosított 
kénbaktériumokkal rokon klónszekvenciák (Thiothrix, Thiovirga, Sulfuritalea, Limnobacter, 
Thiobacillus, Desulfocapsa, Desulfopila, Sulfuricurvum) mellett hasonló környezetb l 
kimutatott epszilonproteobaktérium-klónszekvenciák voltak a leginkább jellemz ek. A 
kénbaktériumok mellett a langyos viz  kutak mintáiban vasredukáló baktériumok (Geobacter, 
Geothrix, Dechloromonas) képvisel t is kimutattuk, melyek együttesen a mintákban fellelt 
pirit-ásványok biogén képz désében feltehet en szerepet játszanak. A T6 klónkönyvtárban a 
kénoxidáló Sulfuritalea hydrogenivorans-szal távol-rokon szekvenciák alkották a 
baktériumközösség zömét. A többiekt l eltér en a mattyi baktériumközösséget különböz
heterotróf baktériumok kis létszámú klóncsoportjai képezték, bár kénbaktériumokkal rokon 
szekvenciák (Thiothrix, Thiobacillus, Sulfurovum) itt is el fordultak. 
A domináns DGGE-csíkok bázissorrend elemzése során a klónkönyvtárakkal közös 
taxonokat (Thiothrix-, Thiobacillus- és epszilonproteobaktérium-klónokat) sikerült 
kimutatnunk. Ugyanakkor nagy gyakorisággal találtunk Gram-pozitív baktérium-
szekvenciákat is (Planococcus, Microbacterium, Plantibacter, Micrococcus), melyeket a 
klónkönyvtár-elemzés módszerével nem tudtunk kimutatni. A termel kutak szezonális 
DGGE-sávmintázatai két nagyobb csoportot alkottak. A büdöstapolcai (BT1, BT2) 
sávmintázatok egyértelm en elkülönültek a mattyi - és T6 sávmintázatoktól.  
A klónkönyvtárak elemzésével kimutatott kemolitotróf kénoxidálók, szulfátredukálók, 
vasredukálók, valamint anaerob fototróf kén-, illetve nem-kénbaktériumok alkottak 
közösséget. Feltételezzük, hogy ezek a közösségek a felszínalatti víztározók vizeiben 
szabályozzák a karsztvizek különböz  kénformáinak koncentrációit, így fontos szerepet 
játszhatnak a harkányi gyógyvizek összetételének alakításában.  
A DGGE vizsgálatok eredményei szerint a vizsgált kutak vizeib l nyert 
baktériumközösségek szerkezetében mutatkozó hasonlóságok és különbségek els sorban az 
eltér  áramlástani viszonyokat és a különböz  genetikájú vizek eltér  mérték  keveredését 
tükrözik. Az id járás változásaiból ered  szezonális dinamika a közösségi mintázatok alapján 
kevésbé volt jellemz .
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10. Abstract 
The aim of this work was to examine the composition of bacterial communities 
associated with waters of one sulfurous thermal and three lukewarm wells of Harkány Spa 
using cultivation-independent clone library analysis targeting the 16S rRNA gene. In addition, 
we studied the seasonal and spatial changes of the communities using Denaturing Gradient 
Gel Electrophoresis. Water samples were taken from Büdöstapolca-I, Büdöstapolca-II, Matty- 
and Termál-VI wells between 2006 and 2008.  
Of five clone libraries (BTK, BT1, BT2, M, T6) the total number of 202 clones were 
grouped by their ARDRA-patterns, and 46 different phylotypes were identified by partial 
sequence analysis. The majority of the clones (86%) belonged to different sulfur-oxidizing or 
sulfur/sulfate-reducing Proteobacteria. High number of the clones retrieved from the 
Büdöstapolca samples belonged to unidentified Epsilonproteobacteria, which were distant 
relatives of sulfur-oxidizing chemolithotrophs, and moderately high number of the clones 
were in close relationship with the genera Thiothrix, Thiovirga, Sulfuritalea, Limnobacter, 
Thiobacillus, Desulfocapsa, Desulfopila, Sulfuricurvum. Minority of the clones belonging to 
anaerobic, iron-reducing organisms (Geobacter, Geothrix, Dechloromonas) were also found 
in the lukewarm samples along with sulfate-reducers. In conjunction, these anaerobic bacteria 
may play an important role in the local biogenic piritization. Majority of the clones retrieved 
from the Matty clone library belonged to different heterotrophs, but sulfur bacterial sequences 
(Thiothrix, Thiobacillus, Sulfurovum) were also found. The dominant clones of the thermal 
water were affiliated with the genus Sulfuritalea, a novel, thermophilic, sulfur-oxidizing 
chemolitotrophic bacterium. In addition, minority of the clones were affiliated to Firmicutes, 
Deferribacteres and Chlorobi. 
On the basis of DGGE band partial sequencing, presence of Thiothrix, Thiobacillus, 
unidentified Epsilonproteobacteria clones and Gram-positive taxa (Planococcus, 
Microbacterium, Plantibacter, Micrococcus) were also detected. Most of the identified 
species and genera were related to bacteria with obligate or facultative chemolithotrophic 
sulfur metabolism, so the microbes of the curative waters may participate in the sulfur-cycle 
of the wells. 
The comparative DGGE analysis resulted two main groups, in which the DGGE 
patterns of the lukewarm samples were separated from the Matty and thermal samples, 
showing geochemical differences and geographical distances. BT1 and BT2 samples collected 
at the same time (June, August 2007 and November 2008) showed the highest similarities 
(65 %). However, seasonal variances could not be detected in all of the Matty and the thermal 
sampling sites.  
Presumably, the different origins of the lukewarm and thermal karstic waters and their 
blending in the fissures of the limestone resulted differences in physico-chemical parameters 
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13. Függelék 
1. táblázat Felszín alatti termál víztestek listája
(Forrás: EU VKI, 2007.) 
Víztest neve Víztest területe (km2) 
Észak-dunántúli-termálkarszt 556 
Budapest környéki termálkarszt 1712,4 
Visegrád-Veresegyháza-termálkarszt 1241 
Nógrádi termálkarszt 1468,4 
Szabadbattyányi termálkarszt 677 
Közép-dunántúli-termálkarszt 4634,3 
Mecseki termálkarszt 1595 
Dél-Baranya, Bácska-termálkarszt 2073 
Sárvári termálkarszt 132,9 
Büki termálkarszt 96 
Bükki termálkarszt 4286,4 
Sárospataki termálkarszt 153,8 
Recsk-Bükkszék-termálkarszt 291,6 
Harkány és környezete-termálkarszt 515,9 
Nyugat-dunántúli-termálkarszt 2885,3 







Északi-középhegység medencéi 2503,3 
Délnyugat-Dunántúl 13602,2 
Porózus termál felszínalatti víztestek összterülete: 68766,3 km2
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2. táblázat A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak m szaki adatai 





Matty-kút Termál  
VI-os kút 











Talpmélység 80,0 m 80,0 m 91,0 m 52,0 m  
Kifolyó víz 
h foka 
18°C 23°C 25-26°C 60-62°C 
Víztermelés 
módja 
szivattyú szivattyú szivattyú szabad kifolyás 
Vízadó 
képz dmény 




mészk  (triász) 





mészk  (triász) 




s r n átjárt, 
szürke mészk
(kréta) 





mészk  (triász) 
Termelt víz 
min sítése 
gyógyvíz gyógyvíz ásványvíz gyógyvíz 
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3. táblázat A Harkányi Gyógyfürd  vizsgált termel kútjainak fizikai-kémiai jellemz i  
2007-2008-as átlagértékekkel  













18,3 23,2 26,4 61,8 
S2-
(mg l-1) 
1,7 6,7 5,7 11,1 
SO4 2- 
(mg l-1) 
44 18 24 25 
Oldott oxigén 
(mg l-1) 
<0,10 <0,10 <0,10 <0,10 
Oldott metán 
(l  m-3) 
N.A. 7,9 18,7 11 
Na+
(mg l-1) 
27 47 165 190 
Cl-
(mg l-1) 
15 16 40 108 
Ca2+
(mg l-1) 
106 86 59 66 
Mg2+
(mg l-1) 
33,4 38,4 27 13 
Össz.keménység 
(CaO mg l-1) 
222 199 145 111 
Fajlagos vez.kép. 
( S/cm) 
736 753 980 1080 
TOC 
(mg C  l-1) 
0,7 0,6 2,61 1,8 
KOI 
(mg l-1) 
0,92 1,03 2,9 3,6 
Össz.oldott anyag 
(mg l-1) 
515 510 615 725 
pH 7,1 7,1 7,3 6,8 
Fe2+ 
(mg l-1) 
0,05 0,22 0,02 0,32 
K+
(mg l-1) 
3,5 6,5 6 15,5 
HCO3-
(mg l-1) 
485 512 636 532 
NO2-
(mg l-1) 
<0,02 <0,02 <0,02 <0,02 
NO3-
(mg l-1) 
<1,5 <1,5 <1,5 <1,5 
Vízkor 
(év) 
560 4900 26500 32000 
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4. táblázat A BTK üledékmintából származó klónok ARDRA-csoportosításának, valamint a reprezentáns 
klónok parciális 16S rDNS szekvencia analízisén alapuló identifikációjának eredményei 
Filogenetikai 
csoport 
Klónok száma Legközelebbi rokon taxon Reprezentatív klón Szekvencia  
hasonlóság 































































25 Környezeti klón  
(DQ295657) 
BTK14 (FN662810) 99%  
(403/405) 
Összesen: 76    
114
5. táblázat A BT1 üledékmintából származó klónok ARDRA-csoportosításának, valamint a reprezentáns 
klónok parciális 16S rDNS szekvencia analízisén alapuló identifikációjának eredményei 
Filogenetikai 
csoport 















































Gammaproteobacteria 1 Tenyésztésbe nem vont 























































Összesen: 46   
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6. táblázat A BT2 üledékmintából származó klónok ARDRA-csoportosításának, valamint a reprezentáns 
klónok parciális 16S rDNS szekvencia analízisén alapuló identifikációjának eredményei 
Filogenetikai 
csoport 









































1 Tenyésztésbe nem vont Desulfopila 






























Chloroflexi 1 Tenyésztésbe nem vont Chloroflexi 





Összesen: 14    
116
7. táblázat A mattyi üledékmintából származó klónok ARDRA-csoportosításának, valamint a 
reprezentáns klónok parciális 16S rDNS szekvencia analízisén alapuló identifikációjának eredményei 
Filogenetikai 
csoport 




























































1 Tenyésztésbe nem vont 



















1 Tenyésztésbe nem vont 







1 Tenyésztésbe nem vont Terrimonas 





Epsilonproteobacteria 1 Tenyésztésbe nem vont Sulfurovum











Összesen: 18    
117
8. táblázat A T6 üledékmintából származó klónok ARDRA-csoportosításának, valamint a reprezentáns 
klónok parciális 16S rDNS szekvencia analízisén alapuló identifikációjának eredményei 
Filogenetikai 
csoport 



























































Firmicutes 1 Tenyésztésbe nem vont Firmicutes 





1 Tenyésztésbe nem vont 













1 Tenyésztésbe nem vont 






































Összesen: 48   
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9. táblázat A DGGE gélb l kivágott band-ek parciális 16S rDNS szekvencia analízisén alapuló 
identifikációjának eredményei és el fordulásuk az egyes mintákban  
Filogenetikai 
csoport 



































Tenyésztésbe nem vont  













Tenyésztésbe nem vont  






Gammaproteobacteria Tenyésztésbe nem vont  











Tenyésztésbe nem vont  







Tenyésztésbe nem vont  






Epsilonproteobacteria Tenyésztésbe nem vont 
epszilonproteobaktérium klón 
(DQ295647) 
H12B 
(FR851866) 
85% 
(191/224) 
